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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS
2Desde el punto de vista nutricional ha ido tomando cuerno, en los últimos
años, la idea de que no basta conocer la cantidad de nutrientes contenidos en los
alimentos, sino que es necesario precisar sus proporciones utilizables. Esta
consideración resulta particularmente cierta, referida a vitaminas y minerales.
Hoy se sabe que los requerimientos minerales no pueden fijarse sin conocer
la biodisponibilidad de cada uno en los alimentos o, mejor, en las dietas que los
aportan, porque la eficacia con la que un determinado mineral de tina dieta puede
ser absorbido y utilizado varía mucho, en casos excepcionales, tanto como entre el
5 y el 95%. Así, cuando en 1989 los expertos del Grupo de trabajo de Nutrición del
International Life Sciences Institute (ILSI) de Europa se reunió en Limelette
(Bélgica) para establecer las recomendaciones diarias de los minerales, las cifras se
fijaron asumiendo para cada elemento unas biodisponibilidades medias en las dietas
europeas y en casos extremos como el del hierro, del que era evidente su variable
utilización y se conocían muchas de los factores responsables, se establecieron dos
núcleos de recomendaciones en función de la biodisponibilidad de dos tipos de dieta
(Nutrition Abstraets and Reviews, 1990).
A la vez, en esa reunión, quedó patente la necesidad de ampliar los estudios
en este campo y, a la vista de los resultados, reconsiderar la validez de las
recomendaciones,
La idoneidad y conveniencia de tales perspectivas se han generalizado en el
ámbito de la nutrición niineral y diversos Programas Europeos han considerado el
estudio de biodisponibilidad mineral como objetivo de investigación prioritaria.
La biodisponibilidad de un nutriente es esencialmente fruto de la interacción
entre él mismo, la dieta y el individuo que lo ingiere, por ello se comprende que de
esos participantes deban proceder los factores que la condicionan,
Las características fisico-quimicas intrínsecas de la dieta son de extrema
importancia ya que entre los nutrientes que la componen pueden producirse
interacciones que modulen sus aprovechamientos. En esta línea, entre la proteína y
:3
los minerales dietéticos existe una estrecha relación y la cantidad y calidad proteica
pueden modificar el aprovechamiento mineral, favorecer o deprimir la absorción de
diversos elementos, potenciar sus eliminaciones urinarias o, incluso, hacer positivos
o negativos los balances de algunos de ellos en función del nivel de proteína en la
dieta, de la cuantía de algunos aminoácidos, del patrón aminoacidico concreto de
cada proteína, etc., en definitiva, de factores ligados a la naturaleza y características
individuales de la proteína.
Se comprende, pues, que cualquier acción sobre los alimentos que rnodifique
las características de este nutriente podrá, por una via indirecta, alterar la interacción
proteico-mineral y, en definitiva, cambiar el aprovechamiento nutricional de los
elementos.
De acuerdo con este razonamiento, las repercusiones de los procesos térmicos
resultan previsibles ya que por la acción del calor se producen cambios en la
estructura nativa y la proteína se desnaturaliza. En función del tiempo y de la
temperatura alcanzada se rompen determinados enlaces, se originan otros entre
funciones reactivas puestas al descubierto por el despliegue de las cadenas
polipeptídicas, se racemizan o se destruyen aminoácidos, etc., corno resultado, la
proteolisis y los productos finales de la digestión pueden variar.
A cuanto antecede deben afiadirse las posibles reacciones con otros
componentes ya que rara vez la proteína se encuentra sola en los alinientos. De
particular interés son las producidas con los lípidos oxidados, de enorme importancia
en alimentos ricos en ácidos grasos pollinsaturados, y las desencadenadas entre los
azúcares reductores y la proteína, con el desarrollo de la denominada reacción de
Maillard. En ambos casos los cambios pueden ser profundos dando lugar a pérdidas
de aminoácidos o de su disponibilidad, a diferente sensibilidad al ataque enzimático,
a nuevos productos de digestión, etc., cambios que llegan a alterar el valor nutritivo
y que, por todas las razones ya expuestas, serian susceptibles de alterar la influencia
que, esas proteínas modificadas, ejercen sobre la utilización de los minerales cuando
forman parte de la misma dieta.
4Concretamente, en los últimos años se ha comenzado a sugerir, no sin cierta
controversia, la posibilidad de que algunos de los productos formados en la reacción
de Maillard puedan tener un efecto nutritivo negativo, no sólo para la utilización
proteica sino también sobre la disponibilidad de ciertos minerales, preferentemente
sobre los elementos traza.
Estos hechos, tal vez, sólo sean de menor importancia para los individuos que
reciben una alimentación variada, pero parecen esenciales para lactantes o niños
pequefios con dieta exclusiva o preferentemente láctea, cuyos preparados, ricos en
proteínas, azúcares y grasas, se calientan o mantienen calientes a veces en las
condiciones menos idóneas.
Por ello, como parte integrante de esa idea, se inició el trabajo de esta
memoria cuyo objetivo global fue ver la influencia del calentamiento de una
proteína, de forma aislada o como integrante de un alimento, sobre la
biodisponibilidad de los minerales dietéticos. Para realizarlo se eligió la caseína
como proteína, por ser mayoritaria en la leche y la proteína patrón de las dietas
animales y, como alimento, la sardina, porque en ella la proteína coincide con una
grasa de fácil oxidación. En base a ellos se diseñaron secuencialmente los siguientes
objetivos:
10) Conocer si el calentamiento de la caseína, sola o en unión con azúcares
y/o aceite, modificaba la forma tisico-quirnica de minerales, silos posibles cambios
introducidos eran resistentes a la digestión y si repercutían sobre la utilización
nutritiva de los minerales calcio, magnesio, hierro, cobre y zinc.
20) Estudiar la modulación que el consumo de sardinas ocasionaba sobre la
utilización de los citados minerales y ver si esa influencia se mantenía o modificaba
por el proceso de fritura,
2. REVISION BIBLIOGRÁFICA
6INTRODUCCION
En los países industrializados más del ochenta por ciento de la cesta de la
compra es a base de alimentos procesados (KEUNING y EEEK, 1983). Si a ello se
añaden los que se cocinan antes de su consumo, es fácil suponer que la mayoría de
los alimentos ingeridos son elaborados.
La elaboración puede suponer un cambio más o menos profundo, más o
menos importante, deseado o no, en sus ingredientes, todo lo cual, en definitiva,
decide la calidad final del alimento y su valor nutritivo real.
En términos generales, al procesar los alimentos se pretende por tina parte
su conservación, lo cual supone destruir ¡nicroorganisrnos, inactivar enzimas, etc,,
pero, además, se intenta también mantener o mejorar las propiedades organolépticas
y conseguir así un producto más apetecible. Por último, se logra a veces mejorar la
digestibilidad y salubridad mediante la modificación de sus componentes, destrucción
de sustancias antinutritivas o tóxicas, etc.
Sin embargo, este objetivo tan plural y siempre beneficioso puede ir
acompañado de una serie de efectos secundarios negativos no deseados que podrían
llevar a tina situación final de deterioro, Asf, tenemos que los procesos tecnológicos
pueden influir positivamente o negativamente sobre el valor nutritivo de] alimento.
La influencia se produce sobre los nutrientes y sobre los componentes no nutritivos
y puede afectar a las fracciones proteicas, lipídicas y glucídicas, así como a las
vitaminas, sales minerales o a otras sustancias que contenga el alimento elaborado;
lo cual a veces acarrea una serie de interacciones entre ellos con consecuencias sobre
su valor nutritivo, por lo que conviene conocerlas para calibrar las secuelas positivas
y negativas <leí procesamiento sobre el valor nutricional global de los alimentos.
De ahí que no baste con conocer las pérdidas de nutrientes que se producen
debido a estos procesos, sino que, además, hay que profundizar en los cambios
cualitativos que 110 SC acompañan del correspondiente cambio cuantitativo, es decir,
en los que tan sólo afectan a la biodisponibilidad pero que también modifican su
potencial nutritivo (MA U RON, 1977).
72.1.- INTERACCIONES ENTRE NUTRIENTES
2.1.1.- Concepto de biodisponibilidad
Aunque el término de biodisponibitidad haya sido acuñado recientemente su
concepto aparecía ya en las apreciaciones que consideraban a ciertos alimentos como
“buenas fuentes” de nutrientes específicos, pues aunque tales consideraciones se
basaban fundamentalmente en términos cuantitativos, de riqueza, no estaban exentos
de una idea de buena utilización,
A pesar de que fue ya hace más de 90 años cuando ATWATER (1901) utilizó
el concepto de disponibilidad referida al metabolismo energético como “capaz de ser
usado” y posteriormente McCANCE y LAWRENCE desarrollaron el concepto de
“disponibilidad de carbohidratos” y CARPENTER el de aminoácidos, no ha sido
hasta la pasada década cuando la idea de biodísponibilidad ha tomado cuerpo en la
nutrición, especialmente en lo que a biodisponibilidad de minerales se refiere.
En un principio, podría pensarse que un análisis del contenido en nutrientes
de una dieta era suficiente para indicar la adecuación, o no, de un régimen
alimentario a las recomendaciones dietéticas. Sin embargo, hoy sabemos que esta
aproximación no es exacta, especialmente en lo que a vitaminas y minerales se
refiere, y que resulta insuficiente, ya que desconoce si esos nutrientes, bajo su forma
específica, en esa dieta concreta, van a ser suficientemente absorbidos y
convenientemente metabolizados por el organismo (MAURON, ¡977).
En este contexto es necesario tener presente que para que un niineral pueda
ser utilizado, debe de hacerse presente en el lumen en una forma conveniente para
su absorción y además, apta para ser usada en el metabolismo. Se comprende por
lo tanto que la biodisponibilidad es una función con dos actores principales, un
sujeto pasivo, el nutriente, que habrá de ser disponible para el proceso nutritivo, y
un sujeto activo, el individuo que lo ingiere, que hace efectiva esa utilización, y que
se realiza o depende de tres escenarios principales: del alimento, antes de ser
ingerido, del lumen durante la digestión y del propio organismo durante el
8metabolismo.
El sentido completo del término lo alcanzamos cuando contemplamos
conjuntamente todas las vertientes y consideramos que la biodisponibilidad es el
resultado de la interacción entre el individuo y la dieta que ingiere, y así,
FAIRWEARHER-TAIT (1987) define la biodisponibilidad de un nutriente como la
proporción del mismo en un alimento o en una dieta que es digerida, absorbida y
metabolizada por un individuo, siguiendo las rutas metabólicas normales.
Sin embargo, para BENDER (1985), no está clara la inclusión de ambos
términos, digestión y absorción, pues, según él, si el nutriente está presente en tina
forma absorbible, no necesitarla digestión y por el contrario, hay materiales que son
hidrolizados en el intestino y no son necesariamente absorbidos. Además, hay
sustancias que son absorbidas pero no metabolizadas y son subsiguientemente
excretadas. Consecuentemente sugiere la definición de biodisponibilidad como “la
porción de un nutriente capaz de ser absorbida y disponible para utilizarla o
almacenaría” o más brevemente como ‘la proporción de un nutriente que puede ser
utilizada”.
En la misma línea SOUTHGATE (1989) define también la biodisponibilidad
como “la capacidad que tiene un nutriente de ser usado4’ para lo cual, debe de estar
presente en el lumen en una forma que sea transportable a través de la mucosa, o
bien, que las formas ingeridas puedan ser transformadas en formas transportables
(digestión en un sentido estricto) y que el niltriente sea absorbido en una forma que
pueda ser utilizado en el metabolismo normal.
2. 1.2,— Biodisponibilidad de minerales
Aunque el concepto de biodisponibilidad es válido para todos los nutrientes,
en el caso de los elementos minerales, y de ¡nodo particular en los traza, adquiere
una importancia cal)¡tal por ser numerosos los factores que pueden interactuar con
ellos y condicionar su absorción y utilización.
9Estas interacciones pueden tener lugar en cada uno de los distintos escalones
que deben cumplir todos los nutrientes para completar el proceso digestivo. Así, el
nutriente minera! se encontrará en unos alimentos o en unas dietas en cuantía
variable y bajo formas diversas, acompañado de otros nutrientes y de otras
sustancias con los que de alguna forma podrá reaccionar “in situ”, como
consecuencia de procesos industriales o culinarios, o en el lumen, durante el proceso
digestivo.
Estos y otros factores del entorno, contaminantes, aditivos, drogas, etc,,
podrán incidir también y modular la proporción de mineral que queda en forma
disponible para la absorción, es decir, la cantidad absorbible.
A partir de aquí, el que se utilice mejor o peor va a depender en gran medida
del propio individuo o animal que la ingiere y de su estadio fisiológico, incluso de
factores genéticos (SOUTHON y Col., 1988), pero sin olvidar que los factores
extrínsecos, relacionados con la dieta o antientales, van a seguir ejerciendo su
influencia en estas etapas.
Como resultado de este cúmulo de interacciones, sólo una proporción del
mineral ingerido servirá para el mantenimiento de las funciones metabólicas
normales, es decir, será biodisponible (FAIRWEATHER- TAIT, 1987),
2.1.2.1.- Factores que condicionan la biodisponibilidad rnineral
Aun entendiendo que toda división en este campo puede resultar artificial por
la estrecha relación de tinos factores con otros, podríamos señalar que existen tinos
factores intrínsecos, inherentes al propio individuo y otros extrínsecos, externos a
él, entre los cuales los más importantes serán dependientes de la dieta, a los que se
añaden los condicionados por el entorno.
2. 1.2.1. ¡ .- Factores dependientes del individuo
Hay que considerar que desde el individuo puede modificarse la utilización
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de los nutrientes, en la medida que los cambios fisiológicos, estado nutritivo, edad,
sexo, etc., modifican la digestión, absorción, metabolismo, excreción y, por lo
tanto, modulan la biocli sponi bilídad.
De acuerdo con BOYD (1984), estos factores que afectan a la
biodisponibilidad son: especie y genotipo, edad, sexo, estado fisiológico
(crecimiento, etapa adulta, reproducción, lactación), estado nutricional incluida la
adaptación a la dieta, stress fisiológico y microflora intestinal e infección. A todos
ellos FERRANDO (1987) añade las interacciones metabólicas droga-nutriente y los
estados patológicos.
2.1.2.1.1.1.- Factores aenéticos
Aunque se habla de ellos, son poco conocidos. Es sabido que las distintas
especies difieren en la utilización de los elementos procedentes de una misma fuente,
Así, el hierro es utilizado de forma diferente por el hombre y la rata y el niño utiliza
mejor el calcio de la leche de su madre que el de la leche de vaca,
Además, dentro de cada especie existen variaciones individuales, algunas tan
exageradas, que caen dentro del campo de las patologías. Piénsese en las mutaciones
genéticas, por ejemplo, los pacientes con el síndrome de Menke no pueden absorber
el cobre eficazmente.
2.1.2.1.1.2. Factores fisiológicos
Dentro de éstos, el estadio biológico es especialmente importante. Son
numerosos los estudios experimentales que muestran cambios en la utilización de
minerales en las distintas etapas de la vida, con desviaciones hacia mayores eficacias
en crecimiento, gestación y lactación. En la medida que el estadio biológico modifica
las necesidades y en virtud <le que sus regulaciones se realicen por y para esas
necesidades, se comprende que la biodisponibilidad varíe en los distintos estadios,
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2.1.2.1.1.3. Factores dependientes de la situación nutritiva
La situación nutritiva, preferentemente referida al elemento concreto,
condiciona su biodisponibilidad. En la medida en que muchas veces la absorción y
retención dependen de las necesidades, se comprende que el estado nutritivo
anterior, según sea normal, de depleción o de repleción, haga que el organismo
aproveche mas o menos eficazmente los elementos que le proporciona tina misma
dieta.
En distintas ocasiones se ha comprobado que un animal que ha sido privado
de un elemento traza, se vuelve más eficiente en la absorción de dicho elemento
(FERRANDO, 1987).
Hay que hacer notar en este contexto que la capacidad de adaptación de los
individuos a la dieta, juega un papel destacado.
2.1.2.1.1.4. Factores li2ados a diversas patoloRías y a la terapéutica que
conllevan
Diversas patologías, por los cambios anómalos q~¡e conllevan en la digestión,
inetabolización, etc., pueden condicionar la biodisponibilidad de muchos minerales.
Así por ejemplo, la fibrosis qilística, el síndrome de Shwaclimans o la
cirrosis alcohólica cursan con absorciones de zinc disminuidas.
Otras patologías, por el contrario, incrementan anormalmente la absorción
de algunos minerales como el caso de la sarcoidosis y la hipercalciuria idiopática con
el calcio (ZBRWEKH y Col., 1980).
Pero no es sólo la propia patologia la responsable de los cambios que se
producen en la biodisponibilidad. A veces la terapia que conlíeva puede modificar
la utilización de ciertos elementos, como consecuencia de los cambios Fisiológicos
que introducen o por la aparación de interacciones drogas-nutrientes. Un ejemplo
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muy claro son las tetraciclinas y el calcio, si se administran conjuntamente dificultan
sus respectivas absorciones al formar compuestos inabsorbibles.
2.1.2.1.2. Factores dietéticos
En el siguiente esquema se muestran los principales factores dependientes del























Las dietas son el resultado de la combinación de alimentos y éstos son
mezclas complejas de sustancias nutritivas y no nutritivas, entre las cuales las
interacciones posibles, y sus consecuencias, son muy variadas,
Sin pretender hace un estudio exhaustivo de todas las posibles consecuencias
sobre el concepto que nos ocupa, la biodisponibilidad de minerales, l)odcmos decir
que los diferentes macro y micronutrientes la modulan.
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Así, entre la cantidad y calidad de la grasa dietética y la utilización de los
minerales parece establecerse una relación compleja, escasamente conocida y, en
cierto modo, diferente para los distintos elementos.
Para el calcio se ha dicho que una cierta cantidad de grasa favorece su
absorción pero que un exceso la deprime, tanto más, cuanto más saturada sea la
grasa. Así mismo KIES (1988) considera que la biodisponibilidad del calcio se
incrementa paralelamente a la disminución de la longitud de la cadena del ácido
graso y al aumento del grado de insaturación.
Por el contrario, en el caso del hierro, el incremento en el nivel de grasa
dietética y su desviación hacia el consumo de grasa saturada, podría favorecer la
absorción del hierro no hémico en la rata (BOWERING y Col., 1977), efecto que
se ejerce por debajo de ciertas concentraciones de ¡nineral en la dieta y sólo hasta
una determinada cantidad de grasa (AMINE y Col., 1975).
En humanos se ha descrito algo similar, en 1982 LUKASKI y Col.
encontraron que ciclistas alimentados con dietas ricas en grasas saturadas estaban en
un balance de hierro mucho más positivo que otros que consumían dietas idénticas
pero a base de grasas pollinsaturadas. En la misma línea, VAN-DOKKUM (1983)
describe tina disminución del balance férrico en sujetos con regímenes de alto
contenido en ácido linoleico.
Distintos hidratos de Carbono ejercen también su influencia. Quizá una de
las más conocidas sea el efecto favorecedor de la lactosa sobre la absorción del
calcio, a la que parcialmente se le atribuye la buena utilización del calcio en la leche
materna.
También a este azúcar se le señala como uno de los más favorecedores de la
retención de hierro en ratas: lactosa > sacarosa > fructosa > glucosa, aunque
estos efectos se discuten en humanos. Sin embargo, no siempre la presencia de
hidratos de carbono es beneficiosa, habiéndose descrito una disminución en Ja
biodisponibilidad del cobre en presencia de fructosa y sacarosa (FIELDS, 1988).
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En cuanto a las interacciones de vitaminas con minerales, aunque no son
demasiado bien estudiadas, existen dos casos cuya influencia resulta, por conocida,
ele uso común. Es el caso de la vitamina D y el calcio aunque su influencia ya se
sabe que se extiende a otros elementos como el fósforo, magnesio, zinc, etc, y el
otro caso concreto es el de la vitamina C y la utilización del hierro no hémico,
hecho que fue señalado por primera vez por MOGRE y DUBACH en 1951.
También entre los distintos minerales se dan una serie de antagonismos y
sinergias que son muy importantes.
Un exceso de mineral puede empeorar la absorción de otro, posiblemente al
competir por los lugares de ligamiento intestinal, de tal modo que la deficiencia de
un minera! puede estar asociada con un aumento en la absorción de otro,
Es conocido el antagonismo entre sodio-potasio, cobre-zinc, hierro-zinc,
cadmio-zinc y manganeso-hierro (FERRANDO, 1987). Esta competición puede
extenderse, no sólo a nivel de absorción, sino también a los lugares de actuación a
nivel fisiológico y bioquímico.
Así mismo, se ha descrito que e! zinc inhibe la absorción intestinal de calcio
pero que, sin embargo, el use simultáneo de una ingesta elevada de calcio y fósforo
no afecta ni a la excreción ni al balance de zinc (SPENCER y Col., 1985).
Otros autores (Nutrition Reviews, 1987) han visto que fórmulas infantiles
suplementadas con hierro, producen una disminución en la absorción de cobre, pero
no tienen efecto sobre la absorción de zinc.
Es, por otra parte, liarlo conocido que la presencia de otras sLlstancias de los
alimentos o contenidos en ellos pueden modificar la biodisponibilidad de los
minerales:
Fibra, ÍitMos, etc. disminuyen la digestibilidad al formar con nuichos
elementos complejos insolubles que impiden sus ulteriores absorciones
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Así, como indica LONNERDAL (1989), aunque cereales y legumbres
contienen razonables niveles de elementos traza, su grado de absorción es bajo y
esto se debe tanto a la presencia de fibra como de fitatos.
Los vegetales y frutas contienen una serie de ácidos orgánicos que pueden
estimular la absorción de elementos traza de otros alimentos. El ácido cítrico, málico
y succínico estimulan la absorción del hierro cuando se encuentran en
concentraciones elevadas (GILLOOLY y Col., 1983).
Por otro lado, como señalan HALLBERG y Col. (1981), los vegetales
contienen ácido oxálico que tiene un efecto negativo sobre la absorción del calcio y
puede inhibir también la absorción de otros elementos.
El té y el café, consumido frecuentemente con los alimentos, contienen
sustancias que pueden inhibir la absorción de elementos traza. Como indican
ROSSANDER y Col. (1979), la absorción del hierro del té y café es baja y la
adición de estas bebidas al desayuno, disminuye la absorción del hierro. Parece ser
que el ácido tánico y clorogénico, así como la cafeína, son los responsables.
Lo mismo cabría decir para distintos aditivos o contaminantes presentes en
los alimentos como antioxidantes, estabilizantes, pesticidas, etc. que son
potencialmente capaces de formar con los elementos minerales, tina serie de
compuestos de elevado peso molecular que van a disminuir la biodisponibilidad de
los mismos al impedir su absorción,
Estas interacciones se comentan sólo brevemente ya que no han sido objeto
de este trabajo, que se ha enfocado en el papel que la proteína puede desempeñar
sobre la biodisponibilidad mineral, dc ahí que se dedique especial atención a los dos
sujetos partícipes en dicha interacción, el niineral y la proteína.
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2. ¡.2.1.2.1. Factores dependientes del propio rnineral
2.1.2.1,2.1.1. Cantidad
Sin duda, la cuantía del mismo en el alimento es un importante condicionante
de su biodisponibilidad.
Lógicamente la cantidad absorbida y utilizada depende de la ingesta, pero no
sólo porque ella es un determinante principal en los procesos de difusión y
absorción, sino también porque la cantidad ingerida puedejugar un papel importante
en las interacciones que se producen.
2.1.2.1.2.1.2. Forma del elemento
Otra pieza clave de la biodisponibilidad de un mineral en una dieta o un
alimento concreto es su forma físico-química, lo que se ha dado en llamar
“speciation” (VAN DOKKUM, 1989) o especie química o bioquímica, y hace
referencia al estado de valencia, los complejos ligandos del metal y los compuestos
(leí niineral
Si pensamos que la estructura atómica cíe ~ín elemento determina sus
propiedades químicas y que estas son responsables de sus funciones fisiológicas,
entenderemos que la Forma química en el alimento sea determinante y que en el
intestino delgado, sea la llave de la absorción.
La forma físico—química en el lumen es, sin duda, de capital importancia,
pero también interesa la especie química del mineral en el alimento o en la dieta, no
sólo porque de ella depende la forma en el lumen sino también porque va a
condicionar cambios o interacciones que pueden producirse en esos alimentos por
efecto cíe las manipulaciones industriales o culinarias,
Por iilti ¡no cabria añadir que la naturaleza de los minerales tras la absorción
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puede ser relevante para predecir la conducta metabólica de algunos de ellos, y así
se ha sugerido el término “especie bioquímica” (SARBIONI y Col., 1985) o “especie
metabólica” (VAN DOKKUM, 1989) para indicar, de alguna manera, en que medida
un metal puede ser biotransformado en su forma metabélicamente activa,
2.1.2.1.2.2. Factores dependientes de la proteína
El efecto de la proteína sobre la utilización de los distintos minerales parece
contradictorio, Aunque existen resultados experimentales que asocian altas ingestas
de proteína con elevadas excreciones fecales de zinc y aumento de sus
requerimientos (SANDSTEAD, 1985), en términos generales parece que las dietas
ricas en proteína favorecen la absorción de calcio y que muy poco hierro puede
absorberse en su ausencia (McCANCE y Col,, 1942), lo que contribuye a la mejor
disponibilidad del hierro de la carne y a que ésta incremente también la absorción
del hierro (LAYRISSE y Col,, 1968, 1972) y del zinc de la misma procedencia en
humanos (SHAH y Col., 1981).
Esta relación proteína-minerales no es sólo dependiente de la cantidad sino
que también se relaciona con la calidad. En este sentido BRZOZOWSKA y Col.
(1989) estudiaron la absorción aparente de hierro, cobre y zinc en ratas, en función
del tipo de proteína de la dieta, y vieron que las absorciones más elevadas se
producían cuando la dieta contenía caseína como fuente proteica, comparada con
gluten o con una mezcla equimolecular caseína-gluten 1:1. Los efectos más
marcados fueron para el zinc y el cobre y aunque en el caso del hierro no se
observaron diferencias tan significativas, su absorción también se vio aumentada
cuando la fuente proteica de la dieta era cáseina. A la par demostraron que la
concentración en tejidos de hierro, calcio y zinc se veía influenciada por el tipo de
proteína y que el crecimiento de las ratas, cuya fuente proteica era gluten, fue
menor.
Además, ha podido observarse que la presencia de proteína animal, en
general, incrementa la disponibilidad de las sales ferrosas y férricas (LAYRISSE y
Col., 1973) y del hierro de los vegetales. Se piensa que durante la digestión se
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liberan una serie de aminoácidos: histidina, lisina, cisteina que forman quelatos y
favorecen su solubilidad (VAN CAMPEN, 1973).
Pero no todas las proteínas animales tienen el mismo efecto; nuestro grupo
pudo comprobar en ratas tina mejor absorción y retención corporal del hierro cuando
la proteína dietética era atxin blanco, comparada con ¡a caseina-metonina (GARCíA-
ARIAS, ¡989). En igLial sentido, parece que la leche y el huevo son menos efectivos
que por ejemplo el cordero o el poíío, el hígado y el pescado, por lo que BJORN-
RASMUSSEN y HALLBERG (1979) no creen que el efecto beneficioso esté ligado
a la composición aminoacídica de la carne, ya que los aminoácidos de la carne,
pescado y huevo son muy similares y piensan que puede ser debido al llamado
“factor carne”, ausente en el huevo, o bien a diferencias en los péptidos forniados
durante la digestión.
No obstante, BEISEL y Col. (1976) en otro trabajo consideran que la carne
puede actuar contrarrestando factores luminales que impiden la absorción,
probablemente, mediante ¡a formación de un transportador de hierro intralunúnal que
en opinión de LAYRISSE y Col. (1984) podrían ser aminoácidos como la cisteina,
que, así, se responsabilizada parcialmente del efecto beneficioso del “factor carne”.
VAN CAMPEN y GROSS (1969) señalan también que la cisteina es el aminoácido
más eficiente para la absorción del hierro, y se ha descrito que cuando la cisteina se
añade a comidas a base de legLimbres, se produce un importante incremento en la
absorción de hierro (MARTíNEZ-TORRES y Col,, 1981).
Así mismo, WAPNIIR y Col, (1983) han encontrado un efecto beneficioso de
la cisteina o histidina sobre la absorción ele zinc.
Para entender mejor esta interacción conviene recordar que la absorción de
la mayor parte de los minerales se produce en el duodeno, donde todavía el pH
ácido favorece su solubilidad, porque a medida que descienden hacia el yeyuno e
íleon, el incremento del pH los hace precipitar, evitando su absorción. El papel de
la proteína residiría en que algunos productos procedentes de la digestión proteica,
pequeños péptidos y aminoácidos, se unen y estabilizan los iones metálicos,
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impidiendo así su ulterior precipitación al aumentar el pH, así como la posibilidad
de que reaccionen con otros compuestos que podrían evitar su absorción.
La quelación ocurre cuando el catión se une por enlace iónico y covalente a
la misma molécula (ligando). Dos aminoácidos pueden quelar a un catión polivalente
dando lugar a una estructura bicíclica, similar a un dipéptido, que resiste la hidrólisis
ácida y la acción de los enzimas intestinales. El metal así quelado es absorbido por
transporte activo en el yeyuno donde radican los lugares de absorción de dipéptidos
(ASHMEAD y Col., 1985) y de esta forma se consigue mejorar la absorción de los
minerales ingeridos como sales inorgánicas.
Parece que paralelamente se mejora también la utilización de esos elementos,
según se desprende de unos ensayos isotópicos “in vivo” en los que se observa que
el quelato pasa intacto al torrente circulatorio, y se produce una mayor retención del
elemento, que la correspondiente a base de su sal inorgánica, como se aprecia por
los contenidos de diversos metales en distintos órganos (ASHMEAD, 1989).
Estudios en animales manifiestan que varios aminoácidos son capaces de
incrementar la transferencia intestinal de hierro ferroso y férrico (GROPPEL y Col.,
1971; MeMILLAN y Col., 1982; Mc PHERSON y Col., 1964).
Además ha podido observarse que la presencia de histidina, lisina y cisteina
mejoran la solubilidad del hierro mediante la formación de quelatos tridentados. Por
su parte, cisteina y glutation pueden también reducir el ~ a Fe~4, mejorando
así su solubilidad.
En resumen, de los estudios en animales y humanos puede decirse que varios
aminoácidos son efectivos para promover la absorción del hierro, pero los más
concluyentes son los que se refieren a los aminoácidos azufrados (MORRIS, 1985).
En el caso del zinc se ha descrito igualmente la formación de quelatos con
aminoácidos que mejoran su absorción, señalándose a la cisteina e histidina de forma
específica (HUNT y Col., 1987). O’DELL y Col. (1972) encontraron que el zinc
di
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de productos de origen animal era más disponible que el de productos de origen
vegetal y que, además, los requerimientos de zinc en ratas y políos eran mayores
cuando la proteína de la dieta procedía de vegetales.
Dentro de las proteínas animales existen también graduaciones y así la
absorción de zinc en niños es mayor con leche materna que con leche de vaca
(SANDSTRÓM y Col., 1983) y LÓNNERDAL (1980) sugiere que esto puede ser
debido al alto contenido en caseína de la leche de vaca; ya que el mismo autor en
otro trabajo (1985) vio que la caseína bovina tenía un efecto negativo sobre la
absorción de zinc que no tenía la caseína humana y sugiere que este efecto negativo
puede ser debido a la presencia de aminoácidos fosforilados o bien a la presencia de
fosfato cálcico coloidal <CCP) en la caseína bovina, indicando que esta forma de
calcio puede interferir con la absorción de zinc.
2.1.2.1.3. Influencia de los procesos tecnológicos
El hecho de tener que procesar los alimentos se debe, por una parte, a la
necesidad de conservación cuando la captura o cosecha es estacional, y por otra, a
los liábitos alimentarios que obligan a darles unas características organolépticas
determinadas (VARELA, 1985 b).
Mediante diferentes tipos de procesos térmicos, irradiación, congelación,
liofilización, tratamientos químicos, etc,, podemos aumentar la vida útil del alimento
(conservación) ya que con ellos se consigue inhibir o retardar el crecimiento de
microorganismos perjudiciales, inactivar enzimas, destruir sustancias tóxicas, etc.
La mayor parte de los tratamientos utilizados tanto en la preparación culinaria
de alimentos (cocción, asado, fritura, etc.) como las realizadas a escala industrial
(blanqueado, pasteurización y esterilización, etc.) implican actuación del calor, es
decir, son procesos térmicos. Por ello, al analizar las repercusiones que ejercen
sobre los nutrientes alimentarios, dedicaremos especial atención a su incidencia sobre
la proteína ti otros macronutrientes y, a través de ellos, a la interacción proteico-
mineral u otras.
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2. 1.2.1.3.1. Mecanismo de daño térmico a la proteína
2.1.2.1.3,1.1. Estructura y desnaturalización
El proceso térmico conduce a lo que se llama desnaturalización de las
proteínas, fenómeno que significa un cambio importante en la estructura nativa:
cuaternaria, terciaria y secundaria, pero que no nUera la secuencia de aminoácidos
(estructura primaria) ya que si ésto ocurriera deberla hablarse de deterioro (GOMEZ
PINOL y Col., 1989).
La estructura fundamental de la proteína es la cadena polipeptidica,
consistente en aminoácidos firmemente unidos en una secuencia bien definida por
medio de enlaces covalentes a-peptídicos.
De acuerdo con la nomenclatura propuesta por LINDERSTROEM-LANG la
cadena potipeptidica se llama estructura primaria de la proteína y tiene forma de
largo filamento, conteniendo entre 100 y 140 aminoácidos, en el quela secuencia -
NH-CH(R)-CO se repite. Esta regularidad en la secuencia se modifica sólo en los
lugares donde se inserta una molécula de prolina, causando una desviación en la
dirección de la cadena. Otros enlaces covalentes que participan en la estructura
primaria de las proteínas son los puentes disulfuro y enlaces éster, formados entre
algunos de sus aminoácidos.
En la mayor parte de las proteínas, esta cadena polipeptidica se enrolla,
según una estructura regular en forma de hélice mediante puentes de hidrógeno,
uniones con tina energía de enlace mucho niemior que la del enlace covalente.
Además, las fuerzas de Van der Wall’s pueden contribuir también a la estabilidad
de la a-hélice.
El enrollamiento de varias hélices alrededor de un eje longitudinal común,
constituye lo que llamamos estructura terciaria de la proteína. Las uniones que la
estabilizan son también enlaces de hidrógeno, aunque los puentes disulfuro juegan
asimismo un papel importante. La mayor parte de las proteínas con pesos
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moleculares sobre 20.000 están compuestas por más de tina cadena polipeptídica y,
por lo tanto, poseen una estructura cuaternaria. En este caso, la molécula proteica
está compuesta de varias subunidades que están unidas por enlaces de hidrógeno y
también por puentes disulfuro, del mismo modo que estos enlaces contribuyen
también a la estructura secundaria y terciaria de la proteína.
El calor, al actuar sobre la proteína, va a producir su desnaturalización,
fenómeno que por sí mismo no entraña necesariamente pérdidas nutritivas. La
desnaturalización ocurre cuando se rompen los enlaces responsables de ¡a estructura
secundaria, terciaria y cuaternaria, tales como enlaces de hidrógeno y disulfuro,
afectándose por tanto la ordenación tridimensional de su molécula, aunque la cadena
polipeptidica permanece sin alterarse (LANG, 1970).
Según BENDER (1978 a> aunque el calentamiento suave no tiene efecto sobre
el valor nutritivo, las propiedades biológicas específicas de la molécula de proteína
se pierden. Las propiedades físicas y químicas de la proteína cambian. Así, la
proteína fibrilar sufre cambios en elasticidad, flexibilidad y longitud. Las proteínas
globulares sufren pérdidas en solubilidad, viscosidad, propiedades osmóticas y
movilidad electroforética, entre otras, que se acompañan de la liberación de grupos
reactivos (-NH2, -COOR, -OH, -SR> previamente escondidos dentro de la molécula,
para situarse en la superficie, pudiendo entrar en contacto más fácilmente con
enzimas, de ahí que la desnaturalización se asocie generalmente con una
susceptibilidad incrementada hacia la proteolisis enzimática.
Si consideramos también que se producen pérdidas de funcionalidad en la
proteína nativa, este tratamiento puede ser muy l)ositivo ~or el hecho de destruir
factores antinutritivos de naturaleza proteica, como por ejemplo las antitripsinas de
las leguminosas y el ovomucoide y ovoinhibidor de la clara de huevo, también con
carácter antitrfpsico, así conio la destrucción de la avidina, que posee acción
antivitamínica por combinarse con la biotina en un complejo no hidrolizable por los
enzimas (GOMEZ PIÑOL y Col., ¡989).
Hay que tener en cuenta que la proteína pasa de su estado nativo al
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desnaturalizado a través de una situación intermedia de predesnaturalización
<LEDWARD, 1979). Ambas situaciones son reversibles pero si el proceso de
desnaturalización continúa, las proteínas pueden reaccionar consigo mismas o con
otras moléculas para formar agregados y estas reacciones de postdesnatLíralización
son ya virtualmente irreversibles. Si el calor suministrado a la proteína es excesivo,
entonces, los enlaces covalentes se romperían conduciendo a una degradación
térmica, que ya es irreversible.
De este modo se comprenderá facilmente el hecho de que si durante estos
escalones intermedios se producen reacciones inter e intramoleculares e incluso
hidrólisis o destrucciones por oxidación de péptidos y aminoácidos, pueda verse
modificado el valor nutritio del alimento (BENDER, 1984).
2.1.2.1.3.1.2. Interacciones entre oroteinas
En línea con lo que se acaba de comentar, si el calor aplicado al alimento es
excesivo, pueden romperse los enlaces covalentes de la proteína llegando a una
degradación térmica, incluso con posibilidad de destrucción de los aminoácidos
componentes (HURRELL y CARPENTER, 1977). El desdoblamiento de la molécula
durante la desnaturalización provoca cambios moleculares con repercusiones
nutricionales bien conocidas, se forman isopéptidos al crearse nuevos enlaces
peptidicos entre las funciones reactivas puestas al descubierto por el desplazamiento
de las cadenas polipeptfelicas y por ruptura de enlaces preexistentes (HURRELL y
CARPENTER, 1975; MAURON, 1977, 1985 a; BENDER, 1978 a; DUTSON y
Col., 1984; KIRK, 1984; GOMEZ PIÑOL, 1989).
Desde hace mucho tiempo, distintos autores (BJARNASON y CARPENTER,
1970; HURRELL y CARPENTER, 1975; KIRK, 1984; MAURON, 1977, 1985 a,
1985b), describieron la condensación entre los grupos c-NH2 de la lisina y los grupos
amida de la glutamina y asparragina. Otro aminoácido implicado es la cistina, que
se destruye parcialmente por la ruptura de los enlaces disulfuro (MAURON, 1977;
BENDER, 1978a; KIRK, 1984; GOMEZ PIÑOL, ¡989); aparecen así grupos -SH,
que pueden dar lugar a sulfuro de hidrógeno y a grupos carbonilo, que se pueden
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esencial, su racemización puede disminuir la digestibilidad proteica.
2.1.2. 1.3. ¡.3. Reacciones con azúcares reductores
La mayor fuente de deterioro proteico, consecuencia del calentamiento de un
alimento, es el grupo de reacciones conocidas como reacción de Maillard o de
pardeainiento no enzimático,
Esta reacción fue descrita por primera vez por Maillard en 1912 cuando
publicó una nota breve sobre la producción de lo que él llamó pigmentos melanoides
por reacción de la glicocola (el nombre antiguo dado al aminoácido glicina) con
glucosa. Repitió el experimento con otros azúcares y otros aminoácidos y aunque
observó que la velocidad de reacción variaba, los resultados finales parecían producir
esecialmente los mismos pigmentos pardos.
Tal como indicaba en un trabajo posterior, A.R. Ling (1908) le había
precedido observando esta reacción como causa de la coloración que se desarrolla
en la malta cuando se completa el proceso de malteado y la demostró in vitro con
asparragina y glucosa. Sin embargo, Ling solamente se dio cuenta de la reacción en
el limitado contexto del proceso de fermentación de la cerveza, no observó las
pérdidas de agua y dióxido de carbono y no notó la presencia de nitrógeno en los
productos de reacción, ni asocid la reacción con los pigmentos melanoides que
ocLirren naturalmente.
Ouímica de la reacción
La química tan compleja de la reacción ha sido desde antiguo muy estudiada
por numerosos autores (DANEHY y Col., l95l; HODGE, l953; ELLIS, 1959) y
aún se continúa trabajando en ella (FINOT, 1982, WALLER y Col., 1983;
MAURON, 1985a; DANEHY, l986; FINOTy Col., 1990).
26





































Según MAURON (1985a), la reacción puede dividirse en tres etapas:
temprana, avanzada y final.
-Temprana. El punto de arranque es la condensación entre el grupo carbonilo
de un azúcar reductor y el amino de un aminoácido, para dar una
glucosamina sustituida en el nitrógeno, base de Schiff; después se produce
la reagrupación de Amadori, formando un deoxicetosil derivado. El
aminoácido implicado principalmente es la lisina. En esta primera etapa no
existe formación de color, la principal consecuencia de la reacción de
Maillard en su fase inicial es la disminución del valor nutritivo, puesto que
el aminoácido implicado en la reacción, al tener bloqueado su grupo amino
formando el compuesto de Amadori, no es disponible.
-Avanzada. Bajo condiciones térmicas más severas la reacción de Maillard
evoluciona hacia la etapa más avanzada. Esta fase lleva consigo la formación
de cientos o quizá miles de compuestos que son responsables de los
numerosos olores y aromas que desprenden ¡os alimentos cocinados.
Hay 3 caminos típicos por los que se llega hasta la formación de
premelanoidinas, partiendo en todas los casos de los compuestos de Amadori,
intermediarios clave de la reacción:
- Produciendo por escisión moléculas de pocos átomos de carbono,
algunas de las cuales pueden contener nitrógeno corno aldehído
pirúvico, diacetilo, hidroxacetilo, compuestos de menos átomos de
carbono que el predecesor y que también pueden reaccionar con otros
intermedios y son los que forman parte de los distintos aromas
característicos.
- Deshidratación media con formación de reductonas y
dehidrorreductonas, que pueden reaccionar con aminoácidos todavía
intactos y, que tras tina degradación de Strecker, dan lugar a la
transformación de los aminoácidos en los aldehídos correspondientes
con un átomo de carbono menos, puesto que en esta reacción se
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pierde CO2 y se ha demostrado, mediante marcaje isotópico, que la
mayor parte del dióxido de carbono procede del aminoácido. Estos
aldehídos son importantes compuestos aromatizantes auxiliares.
- Deshidratación fuerte que produce directamente furfural y derivados.
- Final. Se forman los pigmentos negros, llamados melanoidinas,
ADRIAN (1974) opina que las sustancias solubles formadas durante la
reacción se denominaron premelanoidinas, con objeto de distinguirlas de las
melanoidinas que son insolubles y que se forman en la etapa final de la reacción,
originando un residuo de color pardo que precisamente ha dado nombre a la reacción
global (reacción de pardeamiento).
Sin embargo, según MAURON (1985a) una definición más coherente para
estos términos consiste en denominar premelanoidinas a todos aquellos productos de
polimerización con un peso molecular inferior a 1.000, dejando la acepción de
melanoidinas para los productos con un peso molecular superior.
Parece que en la etapa inicial de la reacción no se produce color y los
productos resultantes no presentan absorción en el UY. cercano (HODGE, 1953).
Además, al igual que indica NAMIKI (1988), la condensación entre el grupo amino
del aminoácido y el carbonilo del azúcar reductor es un proceso reversible hasta que
sucede la reagrupación de Amadori donde la reacción se convierte ya en un proceso
irreversible.
Los productos que se forman en la etapa intermedia o avanzada carecen de
color adicional o bien tienen un color amarillento y presentan ya una fuerte
absorción en el U.V. cercano, Los productos fuertemente coloreados se producen
en la etapa final de la reacción,
Así pues, hemos visto como a partir de un sistema sencillo: aminoácido-
azúcar, bien por mediación de procesos térmicos, o bien como consecuencia de la
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conservación a temperatura ambiente, se pLieden formar un gran número de
compuestos intermedios, la mayoría de los cuales, considerados individualmente,
pueden sufrir, a su vez, reacciones de pardeamiento, lo cual indica su participación
en la reacción global.
Factores que influyen sobre la reacción
Toda esta serie de reacciones, que acabamos de ver, se encuentran sometidas
a la influencia de determinados factores, como son la temperatura, pH, actividad del
agua etc. y otros, como la naturaleza del azúcar, la del aminoácido implicado y la
proporción en la que se encuentran estas sustancias.
El calor no es indispensable para el desarrollo de la reacción de Maillard, ya
que sucede tanto durante el almacenamiento a temperatura ambiente como en los
tratamientos térmicos. Es lenta a temperatura ambiente pero su intensidad aumenta
paralelamente con la temperatura (MAILLARD, 1912; ADEJAN, 1974; CHEFTEL,
1976) y además, este parámetro parece influir en la naturaleza de los productos
formados. En tal sentido, los trabajos de BENZINO-PURDIE y Col. (1985), además
de confirmar el efecto de la temperatura sobre la intensidad, apuntan que las
estructuras de las melanoidinas sintetizadas a 22W difieren considerablemente de las
que se forman a mayor temperatura, presentando distintos tipos de carbonos
alifáticos y menor número de carbonos insaturados.
En cuanto a la influencia del pH es importante destacar que la acidificación
tiende a inhibir la reacción, mientras que la alcalinización aumenta su intensidad
(ADRIAN, 1974; LINGNERT, 1990); se puede decir de forma general que la
reacción se incrementa casi linealmente con el incremento de la alcalinidad, desde
valores de pH de 3 a 8 y, probablemente, hasta pH 10. Este intervalo tan amplio de
pH hace que la reacción pueda afectar a casi todos los alimentos sometidos a
tratamientos térmicos, pero también puede explicar porqué la carne es más estable
a los tratamientos térmicos que el pescado.
La actividad del agua también ejerce una influencia sobre la reacción. Se ha
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visto que el pardeamiento no enzimático es máximo con humedades relativas de 40-
70%, disminuye a medida que la dilución acuosa aumenta y desaparece en el caso
de soluciones extremadamente diluidas (ADRIAN, 1974). Así, en sistemas líquidos
el color tarda mucho más en desarrollarse que en sistemas secos o sernisecos y su
intensidad es también menor. Según PEPRIELLA y Col, (1985), cuando el grado
de humedad es muy alto (solución), no se aprecia modificación alguna en la
coloración al variar la actividad del agua en pequeña proporción. Sin embargo,
cuando la humedad es muy baja, cualquier cambio efectuado en ese parámetro, por
pequeño que sea, afecta en gran medida al color que se obtiene (FOX y Col., 1982).
La naturaleza del azúcar influye en la formación de color. Las pentosas
resultan más reactivas que las hexosas, y éstas, que los disacáridos y trisacáridos
(RUBE.NTHALER y Col., 1962; KATO, 1988; LINGNERT, 1990) y, además,
ocasionan mayor pardeamiento, incluso, a menor temperatura (KNIPFEL y Col.,
1983).
También la estructura estereoquímica del azúcar influye en la cinética de la
reacción, viéndose que ]a ribosa es más reactiva que la xilosa (ADRIAN, 1963). Por
su parte la isomaltosa y nielobiosa presentan mayor coloración que la maltosa,
celobiosa o lactosa y además, el color aparece más rápidamente (KATO, £989).
En el mismo sentido CHEPTEL y Col. (¡976) describieron que la ribosa era
más reactiva que la glucosa y fructosa y éstos, a su vez, más que la lactosa y
maltosa. Además, indicaron que aunque la sacarosa no es un azúcar reductor y por
lo tanto no participaría en la reacción de Maillard, silo hace en alimentos ácidos,
en los que progresivamente es hidrolizada en glucosa y fructosa y, también, cuando
el calentamiento se realiza a temperaturas superiores a 1300C, ya que entonces se
produce su hidrólisis. Esto último fue corroborado por HURRELL y CARPENTER
(1977).
El tipo de aminoácido, ensayado en la mezcla, juega también un papel
importante en la formación de color. Cuando los aminoácidos están incluidos en una
cadena proteica, la reacción de Maillard no afecta a toda ella, sino que se produce
31
una selección, y el primer aminoácido dañado es el que contiene el grupo amino
terminal de la cadena. Los siguientes aminoácidos dañados son los básicos,
especialmente la lisina cuya destrucción es de cinco a quince veces mayor que la de
los restantes aminoácidos. Posteriormente se afectan los aminoácidos azufrados,
cisteina y metionina y algunas veces el triptófano (ADRIAN, 1974).
En cuanto a la reactividad de aminoácidos libres, los autores parecen no estar
muy de acuerdo, pues mientras unos señalan que los que más color producen son la
usina y glicina y que la cistefna normalmente produce poco color (AMES, 1986),
otros indican que las mezclas que contienen triptófano suelen ser más coloreadas que
cuando es otro el aminoácido implicado (ADRIAN, 1963 y 1965).
Consecuencias nutritivas de la reacción
Según HURRELL (1990), la reacción de Maillard puede modificar el valor
nutritivo de los alimentos por tres caminos:
A) Reduciendo la calidad proteica de los mismos
B) Influenciando el metabolismo de ]os elementos traza.
C) Destruyendo ciertas vitaminas.
A) La reducción de la calidad proteica es el efecto nutricional más importante
de la reacción de Maillard sobre el alimento. Este hecho, sin embargo, no supone
un problema crucial para la población en general que consume una dieta variada,
pero sí puede resultar de suma importancia para la población infantil en épocas en
que su dieta básicamente la constituyen preparados dietéticos sensibles a esta
reacción. Al desarrollarse en ellos, las fórmulas infantiles podrían llegar a no
satisfacer los requerimientos del niño.
La calidad proteica puede reducirse durante el procesamiento de los
alimentos, tanto a nivel industrial como doméstico, mediante la formación de
compuestos de Amadori con la lisina en las etapas iniciales de la reacción y por
destrucción de la misma y de otros aminoácidos esenciales, al reaccionar con las
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premelanoidinas en las etapas avanzadas (HURRELL y FINOT, 1983).
HURRELL (1984) indicó que en la etapa inicial de la reacción, la lísina, pero
no otros aminoácidos, reacciona con azúcares reductores para dar los deoxicetosil-
lisina derivados que carecen de color.
En la etapa avanzada, los deoxicetosil derivados se descomponen para dar
premelanoidinas que ya pueden reaccionar con otros aminoácidos, lo que conducirla
a la destrucción de algunos aminoácidos esenciales, pudiendo producirse, además,
enlaces cruzados entre las cadenas de la proteína y, con ellos, una reducción en la
digestibilidad proteica. Las premelanoidinas se polimerizan para dar nielanoidinas
y, ya entonces, se produce el pardeamiento.
La mayor parte de los estudios realizados sobre los cambios en la calidad
proteica o en la utilización de los aminoácidos por efecto de la reacción de Maillard,
se han centrado en la lisina, por ser el aminoácido más sensible al tratamiento
térmico. En esta línea, HURRELL y Col. (1983) estudiaron el comportamiento de
la lisina contenida en leches en polvo, con un 2,5% de humedad, cuando se
almacenaban varias semanas a dos temperaturas. Cuando la leche se mantenía a
60W, a las 9 semanas de almacenamiento el producto conservaba su color natural.
Sin embargo, alrededor del 40% de la Usina se habla bloqueado en forma de
lactulosil-lisina. Por el contrario, si la temperatura de almacenamiento se subía a
700C, ya en las dos primeras semanas, el 50% de la lisina se bloqueaba, aunque el
producto todavía conservaba su color natural, y sólo a partir de las tres semanas, el
producto tomaba una tonalidad marrón-rojiza, como consecuencia de la degradación
de la molécula de lactulosil-lisina.
Al comparar el comportamiento de la lisina con el de la metionina o
triptófano bajo las mismas condiciones, los autores vieron que a 60t3C ambos
aminoácidos mantenían su estabilidad, pero a 70W disminuía progresivamente y se
originaba un empeoramiento de sus digestibilidades.
El primer caso es un claro ejemplo de la fase inicial de la reacción de
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Maillard, no hay coloración y parte del aminoácido se bloquea. En el segundo caso
se instaura ya la fase más avanzada en la que se bloquea mayor proporción de lisina,
se implican otros aminoácidos en el proceso y se produce el pardeamiento.
MAURON (1985b) justifica el deterioro proteico de modo parecido, e indica
que en la etapa inicial de la reacción se produce la pérdida de valor nutritivo de la
proteína por bloqueo del grupo e-NR2 de la lisina; a medida que avanza la reacción,
la degradación del compuesto de Amadori de la Usina conlieva a la destrucción del
aminoácido y, además, la posible formación de enlaces cruzados, disminuirían la
disponibilidad de metionina y triptófano.
La pérdida de aminoácidos o de su disponibilidad, en función de la intensidad
de la reacción, se pone de manifiesto también en los trabajos de HURRELL y
CARPENTER (1982) quienes realizaron un estudio comparando la disponibilidad de
estos aminoácidos limitantes para la rata. Para este fin, fueron utilizadas ratas que
ingirieron leche en polvo sometida a dos temperaturas distintas. Cuando la
temperatura era de 80W la disponibilidad del triptófano disminuía menos que la de
la lisina. Sin embargo, al elevar la temperatura a 100
0C, el tríptófano era menos
disponible que la lisina. Así mismo DOWRSCHAK y HEGADUS (1974)
encontraron que el triptófano era el aminoácido limitante para las ratas en leche
severamente calentada.
La biodisponibilidad de los compuestos de Amadori, formados en las etapas
iniciales de la reacción, ha sido estudiada por diversos autores. FINOT y Col.
(1977a) hallaron en leches calentadas de un 2,5% a un 10% de lisina en forma de
base de Schiff y pensaron que ésta podría ser biológicamente disponible para las
ratas. No obstante, en un trabajo posterior (1977b), mediante técnica ‘in vivo”,
vieron que aunque el producto de Amadori, resultante de la reacción de la fructosa
con la lisina, era parcialmente absorbido por el intestino, no se utilizaba y
concluyeron que dicho compuesto no era biodisponible para la rata.
Lo mismo han observado otros autores trabajando con los deoxicetosil
derivados de otros aminoácidos, por ejemplo, el compuesto de Aniadori de la
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metionina con la fructosa (HORN y Col., 1968) o el de la fructosa con la
fenilalanina (JOHNSON y Col., 1977).
A pesar de ello, en algunos casos estos compuestos pueden ser todavía de
cierta utilidad fisiológica y nutritiva. En esta línea se ha visto que el producto de la
reacción de la fructosa con el triptófano, aunque es muy inadecuado como fuente de
ese aminoácido, es preferible a la ausencia total de triptófano en la dieta
(SGARBIERI y Col., 1973) y que la fructosil-glicina, aunque no sirve corno aporte
del aminoácido, resulta en opinión de HAGAN y Col. (1970) tan efectiva como la
glicina como fuente de N2 en ratas privadas del mismo y sugieren que el compuesto
era alterado en el intestino de la rata, del tal forma que el N2 podía ser todavía
utilizado, pero el esqueleto carbonado del aminoácido se volvía indisponible.
Las reacciones que suceden en la etapa avanzada de la reacción de Maillard
conducen a la destrucción de Usina, a la disminución de la digestibilidad proteica y
a la reacción de las premelanoidinas con otros aminoácidos, en particular con la
histidina, arginina y, quizá también, con el triptófano y la cisteina (HURRELL,
1990). Aunque el mecanismo no se conoce bien, parece ser que, como se ha dicho,
se forman uniones cruzadas entre las cadenas de aminoácidos, que son resistentes a
la actividad enzimática, bien porque impiden la penetración de los enzimas o bien
porque bloquean los lugares de ataque con lo cual disminuye la digestibilidad
proteica.
Además, ADRIAN (1974) sugiere un efecto indirecto de los productos de la
reacción sobre la utilización de la proteína dietaria, ya que la fracción soluble en
agua de la reacción glucosa-lisina reduce la digestión de la caseína “iii vitro” e “in
vivo” en ratas, incrementando la excrección urinaria de N2. Además, los productos
de bajo peso molecular, formados a partir de la misma mezcla, afectan a la
utilización de los aminoácidos derivados de la proteína dietaria (OSTE y SDODIN,
1984) y diferentes compuestos heterociclicos, formados durante la reacción, inhiben
los enzimas Aminopeptidasa N y, fundamentalmente, Carboxipeptidasa A (OSTE y
Col,, 1986), pudiendo influenciar la utilización de la proteína dietaria si se
encuentran en suficiente cantidad en la dieta (OSTE y Col., 1987).
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B) Los productos de la reacción de Maillard interfieren con el metabolismo
de los elementos traza y datos experimentales, casi siempre recientes, describen
modificaciones en la excrección urinaria de zinc, pero también de otros elementos
como cobre, hierro y calcio.
Los primeros resultados proceden de ensayos “in vitro” en los que
HRDLICKA (1976) señala que cuando se calientan mezclas de glucosa-glicina o
fructosa-glicina en presencia de sales de ~ 6 ~ se forman pigmentos
insolubles que actúan como agentes quelantes de estos cationes, y pueden influir en
Sil utilización digestiva. El mecanismo inhibitorio podría relacionarse con que los
iones Cu~~ son fuertemente adheridos por las melanoidinas insolubles producidas
en dichas mezclas (RENDLEMAN e INGLETT, 1984); ya que esos compuestos se
comportan como polímeros aniónicos, formando complejos moderadamente estables
con el Cu~~ y con ~ de tal forma que al introducirlos en dietas para animales,
podrían afectar la biodisponibilidad de los cationes (RENDLEMAfrJ, 1987).
Datos experimentales, tanto en ratas como en humanos, confirman aspectos
parciales del efecto de los productos de la reacción de Maillard favoreciendo la
excreción urinaria de diversos cationes. Los primeros resultados proceden de las
investigaciones de STEGJNK y Col. (1977) al administrar intravenosamente mezclas
de glucosa y distintos aminoácidos, esterilizadas conjuntamente, y ver que las
excreciones urinarias de hierro, cobre y zinc eran mayores que cuando los individuos
tornaban esas mismas mezclas vía oral o nasogástrica -resLiltados que fueron
corroborados por FREEMAN y Col. (1975)- o cuando las mezclas de aminoácidos
y glucosa se esterilizaban separadamente. Por ello propusieron que los productos de
la reacción de Maillard serían responsables de la quelación de elementos traza a
nivel metabólico y pensaron que tenían un efecto directo sobre los procesos
reabsortivos del riñón.
La adición de productos de la reacción de Maillard a dietas para humanos y
animales, o el empleo de alimentos que han sufrido dicha reacción, arrojan
resultados dispares.
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En humanos, JOHNSON y Col. (1983) y LYKKEN y Co!. (1986) no
encontraron cambios en las eliminaciones urinarias de hierro, cobre y zinc. Por el
contrario, los resultados obtenidos en trabajos experimentales realizados con ratas
alimentadas oralmente con dietas que contienen productos de la reacción, muestran
elevadas excreciones urinarias de cationes; entre ellos el zinc suele ser el más
comúnmente señalado (FURNISS y Col, 1986, 1989; FATRWEATHER-TAIT y
SYMSS, 1989; HURREL, 1990), mientras que el calcio, el hierro y el cobre
parecen menos modificados (HURRELL, 1990).
El incremento de la zincuria se ha atribuido a las premelanoidinas que
podrían quelar al zinc en el intestino o después de su absorción y ser excretadas en
la orina (FURNISS y Col., 1989); aunque también se especula que puedan tener un
efecto directo sobre los procesos reabsortivos del riñón (FURNISS y Col., 1989;
STEGINK y Col., 1977). Sin embargo, en opinión de los distintos autores, estas
pérdidas urinarias no conducen a cambios en los niveles tisulares del zinc y
coinciden al señalar que la biodisponibilidad del elemento no se modifica, lo cual
explican al considerar que la eliminación de zinc por la orina es una ruta minoritaria
de excreción en comparación con la fecal (HURRELL 1990, FAIRWEATHER-TAIT
y SYMSS, 1989).
Además, FURNISS y Col. (1989) proponen que la homeostasis del elemento
podría ser mantenida por pequeños cambios adaptativos en Zas pérdidas de zinc por
heces, así como aumentando la absorción, y/o disminuyendo la excreción de zinc
endógeno.
Aunque la mayor proporción de estos elementos se elimina por las heces,
llama la atención que sólo existen escasas observaciones relativas a la influencia de
los productos de la reacción de Maillard sobre ¡os minerales a este nivel.
En ensayos ‘in vitro” ha podido verse que las muestras más oscurecidas
ligaban más zinc y, tras la administración oral a voluntarios, se comprobó que las
mejores absorciones del elemento se producían a partir de los productos menos
coloreados, lo que achacaron a que los derivados de la reacción de Maillard fijaban
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el zinc y consecuentemente lo hacfan menos disponible para la absorción (LYKKEN
y Col., 1986). Aunque HURRELL (1990) en un estudio similar realizado en ratas
no encontró influencia alguna de estos compuestos sobre la excreción fecal de ningún
mineral, tras el análisis crítico que realiza sobre los resultados de diversos autores,
concluye que las premelanoidinas, absorbidas, son las responsables de las elevadas
excreciones urinarias de zinc, mientras que las melanoidinas, no absorbibles, pueden
disminuir su paso a través de la barrera intestinal y en consecuencia, aumentar su
excreción fecal.
C) La influencia de la reacción de Maillard parece incluso extenderse hasta
las vitaminas de los alimentos, aunque este aspecto ha sido poco estudiado. Sin
embargo, existen evidencias de que las premelanoidinas pueden reaccionar y destruir
ciertas vitaminas. Así, se han encontrado pérdidas moderadas de vitamina E6 y
tiamina en leches en polvo almacenadas a 60W. La tiamina tiene un grupo amino
y la vitamina l3~ o piridoxal un grupo aldehído y ambos podrían teóricamente
participar en reacciones tipo Maillard, Al aumentar la temperatura a 70W se
produce una dramática destrucción de tiamina, E6, E12 y ácido pantoténico que
transcurre paralelamente con la degradación de la lactulosil-lisina y la aparición de
productos de la reacción avanzada de Maillard, con lo que las vitaminas podrían
haber reaccionado con las premelanoidinas formadas (FORD y Col., 1983).
Los efectos no deseables de la reacción de Maillard no sólo se ciñen a
pérdidas en el valor nutritivode los alimentos sino que distintos autores han señalado
la posible formación de sustancias antinutritivas o incluso tóxicas.
Igualmente se ha descrito actividad mutagénica y carcinogenética en los
pro(luctos de la reacción (POWRIE y Col., 1981; O’BRIEN 1988; GAZZANI y
Col., 1987; AESCHBACHERyCoI., ¡982, 1983; SUGIMURA, 1985). El potencial
carcinogenético no ha sido perfectamente aclarado y, además, se contrapone al
efecto anticarcinogénetico encontrado por otros autores (KIM y Col., 1986).
Junto a todos estos efectos negativos, y a pesar de ellos, no podemos olvidar
la importancia capital que tiene la reacción en el desarrollo de aromas y sabores,
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factores determinantes en la elección de la dieta, así como en la aparición de color,
que se anticipa a los anteriores en la selección de los alimentos. La reacción de
Maillard proporciona un pardeamiento que es apreciado por el consumidor (pan,
galletas, etc.) y participa en la formación de aromas, principalmente debido a los
aldehídos formados en las distintas etapas de la reacción, y aunque estos aromas son
apetecibles (torrefacción del café, maderización del vino, chocolate, etc.>, es
necesario considerar que pueden llegar a ser un elemento negativo en el caso de una
insuficiente o excesiva reacción de Maillard.


















El deterioro de los alimentos mediante oxidación lipídica es especialmente
importante en los que contienen grasas de naturaleza insaturada, La principal
interacción Lípido-proteína se plantea con los productos secundarios de carácter
carbonflico procedentes de la autooxidación lipídica, que se incorporan al ciclo ya
comentado dc la reacción de Maillard.
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Según MAURON (1985a), la oxidación de los lípidos insaturados sucede en
3 etapas:
1) Formación de radicales libres e hidroperóxidos
2) Degradación de hidroperóxidos a productos secundarios: aldehídos y
cetonas.
3) Reacción de los productos secundarios para formar compuestos
estables: ácidos carboxílicos y productos de polimerización.
La oxidación puede estar catalizada por iones metálicos y compuestos
hemáticos, siendo los catalizadores mas fuertes el Fe~~ y Cu~~ (KE y ACKMAN,
1976). El efecto catalítico podría evitars~e mediante la adición de
etilendiaminotretracético (EDTA) que actuarla como quelante del hierro, reduciendo
por tanto, la oxidación de la grasa (IGENE y Col,, 1976); o bien, añadiendo al
sustrato, en la etapa inicial de la reacción, un captor o quelante de oxigeno
(AURAND y Col., 1977). Por el contrario, el calor, la luz y diversas reacciones
aceleran el proceso,
Reacciones de los productos de oxidación de lípidos con proteínas han sido
descritas teniendo lugar vía radicales libres (CHEPTEL 1977; GADNER, 1979;
KAHYAT y SCHWALL 1983), aunque también los productos secundarios pueden
reaccionar con las proteínas ya que algunos de ellos son bifuncionales y pueden dar
lugar a la formación de enlaces cruzados (ej. formación de malonaldehido) y, aún
más importante, pueden dar lugar a tina reacción tipo Maillard con sus detrimentales
efectos sobre el valor nutritivo de las proteínas, ya descritos (KIRK, 1984;
MAURON, 1985a; FENNEMA, 1986).
Además, la oxidación lipidica disminuye la palatabilidad, destruye vitaminas
y los peróxidos irritan la mucosa intestinal, provocando una disminución en la
absorción, a lo que también contribuye la formación de polímeros no absorbibles,
así como la destrucción de ácidos grasos, fundamentalmente insaturados, entre ellos,
los esenciales (MAURON, 1985a, 198½).
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Puesto que el deterioro de los alimentos mediante oxidación lipidica es
especialmente importante en los que contienen grasas de naturaleza insaturada,
haremos una mayor incidencia sobre esta interacción en el capítulo correspondiente
al procesamiento de pescados.
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INFLUENCIA DE LOS TRATAMIENTOS TERMICOS
.
Los tratamientos térmicos y las interacciones entre nutrientes que en ellos se
producen, van a tener una especial relevancia en la leche y productos derivados, ya
que estos alimentos, durante tina ¿poca de la vida, la lactancia, constituyen la única
fuente de alimentación, de ahí que cualquier modificación pueda ejercer especiales
secuelas. Además, debido a su alto contenido proteico así coiiio de lípidos, hidratos
de carbono y algunos minerales, en función de cómo se realicen estos tratamientos,
se podrán producir tina serie de interacciones que pueden conducir a una
disminución en el valor nutritivo de los mismos.
2.2. 1. Composición y estructura de la caseína
La composición de la leche de vaca en gibo g. de alimento es la siguiente:
sólidos totales ¡2,5, prótidos totales 3,4, grasa 3,6, lactosa 4,8 y cenizas 0,8. El
nitrógeno total está constituido por: caseína 78%, proteínas del suero 17%, N2 no
proteico 5% (ALAIS y BLANC, 1975).
Qtíeda claro que la caseína es la proteína mayoritaria, constituyendo más de
las tres cuartas partes, por lo tanto, todas las modificaciones, bien sean estructurales
o de composición, que en ella se produzcan por efecto del calentamiento, incidirán
de forma acusada sobre el valor nutritivo de la leche o de las (¡jetas que la
con tienen.
La caseína no es tina entidad única sino que está constituida por un grupo de
subtínidades proteicas, asociadas y ligadas entre sí con iones orgánicos o
inorgánicos, constituyendo las micelas (LONNERDAL, 1985). Estas subunidades
proteicas, según su decreciente movilidad electroforética a pl—! 8,6, son: a, ~ y y
caseína (MELLANDER, 1939). La fracción a es realmente compleja y distintos
autores, trabajando en presencia de compuestos cíe tiol, enconraron un nuevo
constituyente, la K-caseína, que se forma a partir de la a-caseína y esta última, se
convierte en as-caseína de la cual se conocen distintas varianks, siendo la más
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característica y estudiada la as1 (NEELIN, 1964).
Las principales características fisico-quimicas de estas subunidades se
recogen en el cuadro siguiente:



































4,1-4,5 4,1-4,5 4,1-4,5 5,8-6,4
ALAIS y BLANC (1975).
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ALAIS y BLANC (1975)
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Las subunidades fi y &s tienen un peso molecular parecido y un alto
contenido en prolina y ácido glutámico. Por el contrario, no contienen ni cisteina ni
glúcidos. Ambas proteínas son calcio sensitivas a 200C y son estabilizadas por la ir-
caseína para que no precipiten en presencia del mismo. Sin embargo, la subunidad
fi es soluble en presencia de calcio a baja temperatura.
La as
1 caseína contiene 9 átomos de fósforo por molécula y la fi-caseína
únicamente cinco.
La y-caseína es el componente que presenta un movimiento electroforético
más lento, es la fracción más soluble en varios reactivos y únicamente contiene un
átomo de fósforo por molécula. Su composición aminoacfdica es muy similar a la
de la fracción fi y para GREENBERG y Col. (1984), las fracciones y-caseínas son
fragmentos proteolíticos de la fi-caseína. Su solubilidad a 20
t>C en presencia de
calcio no está clara.
La fracción ~es soluble en presencia de calcio a todas las temperaturas, juega
un papel esencial en la estabilización de la micela de caseína y estabiliza a las
fracciones as y fi, impidiendo su precipitación por adición de calcio. Es un sustrato
específico para la renina, ya que este enzima no ataca ni a la fracción as ni a la fi
durante la fase enzimática primaria de la coagulación. Es, además, la única fracción
que contiene cisteina y carbohidratos y un contenido cii hidroxiaminoácidos superior
al de las fracciones as ó fi, ALAIS y JOLLES (1961) confirmaron la presencia de
galactosa, galactosamina y ácido siálico en esta fracción y YAMAUCHI y Col.
(1981) encontraron, además, fucosa y N-acetilglucosamma.
El mecanismo de interacción entre las subunidades de caseína, así como la
estructura de los micelas, no son muy conocidos, MACKINLAY y WAKE (¡965)
señalaron que la presencia de «-caseína es necesaria para la formación de la micela
y que sus propiedades estabilizadoras parecían ser independientes del contenido de
carbohidratos.
45
En la micela, además de las subunidades de caseína, hay también fosfato
inorgánico que está presente en dos formas distintas: como residuos de fosfoserina
y fosfotreonina o como pirofosfato, en un enrejado formado por proteínas,
aminoácidos fosforilados, cationes divalentes y citrato (LONNERDAL, 1985>.
Los principales factores que influencian el tamaño de la micela son el calcio
soluble total y la proporción de fracción «en la caseína, La concentración de citrato
tiene un efecto indirecto, y el calcio iónico no está significativamente relacionado
con el diámetro medio micelar (ROSE y CALVIN, 1966).
Sobre la estructura de las micelas existen distintas hipótesis. WAUGH y
NOBLE en 1965 indicaban que la «-caseína estaba situada en la superficie de la
micela estabilizando un núcleo interno constituido por las otras fracciones. Modelos
similares fueron planteados por PAYENS 1966 y MORR 1967.
RIBADEAU-DUMAS y GARNLER (1969), propusieron que la micela tenía
una estructura floja, suelta, que permitía la penetración de moléculas con Pm inferior
a 35.000 daltons. La fracción ,c no estaría necesariamente situada en la superficie
sino que estaría distribuida uniformemente por toda la micela, ROSE <1969),
propuso un modelo intermedio, la fracción « estaría fundamentalmente en la
superficie pero también aparecerían cantidades menores distribuidas en el interior y
el complejo estaría estabilizado por enlaces coloidales calcio-fosfato.
2.2,2. Caseñia y disponibilidad de minerales
Distintos minerales aparecen unidos a estas micelas de caseína en mayor o
menor cuantía. Así, en los produuos lácteos 2/3 del calcio total, 113 deI magnesio,
114 del hierro, de 2/4 a 3/4 del cobre y un 95% del zinc aparecen asociados a las
micelas (FLYNN y POWER, ¡985). Distintos autores han encontrado cantidades
muy similares de estos elementos, y coinciden en señalar que pueden estar
directamente liga(los a las caseínas o asociados al fosfato cálcico coloidal,
incorporado dentro de las mismas (HAZELL, 1985; LÓNNERDAL, ¡985;
ABRAMS y Col., 1990).
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No todas las fracciones de la caseína l)resentali la misma capacidad para ligar
a los minerales, sino que la fracción as[ parece ser la de mayor afinidad por el zinc,
once átomos de zinc/mol, seguida de la fracción fi, 8 átomos de zinc/mol y la ir, 1-2
átomos de zinc/mol. Además, se ha comprobado que mediante tina (lefosforilación
enzimática de la fracción &s~, se reduce considerablemente la capacidad de ligar
zinc, lo cual ha llevado a pensar que sean los restos de fosfoserina los principales
implicados en esta unión. Por otra parte, se ha constatado que existe una
competencia entre el calcio y el zinc por fijarse a la fracción ~ lo cual indica que
los lugares de ligamiento para estos 2 metales son idénticos (SINGH y Col., 1989).
En lo que se refiere a la biodisponibilidad de estos elementos, asociados a las
micelas de caseína, son numerosos los autores que coinciden en señalar una
biodisponibilidad disminuida de hierro, cobre y zinc. Así, la mayor absorción del
zinc de la leche humana respecto al de la ¡eche de vaca, se ha achacado al alto
contenido en caseína dc esta última, a la presencia de aminoácidos fosforilados y de
fosfato cálcico coloidal, forma que interferiría con la absorción de zinc
(SANDSTRÓM y Col., 1983).
Por ello, el hecho de encontrar un 63% del zinc en leche desnatada, asociado
con fosfato calcico coloidal, se ha relacionado con la pobre biodisponibilidad del
zinc en esta leche (SINGH y Col., 1989).
LONNERDAL (1985) profundiza en los estudios de biodisponibilidad y
atribuye la baja biodisponibilidad del hierro, cobre y zinc en productos lácteos a sus
uniones con grupos fosfato de la caseína cargados negativamente. A ello habría que
añadir, como otro factor negativo, el pobre contenido cii cisteina de las caseínas, ya
que únicamente la fracción ir presenta un grupo disulfuro por molécula (LAYR¡SSE
y Col., ¡968; ROTH y KIRCHGESSNER, 1985).
Por último, hay que considerar tanibién que la digestión de la caseína da
lugar a la formación de unos macrofosfopéptidos que pueden interactuar con los
minerales formándose Linos ligandos entre el péptido y los cationes que pueden
disminuir la absorción de minerales. En este sentido, estudiando la influencia de
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distintos tipos de proteínas sobre la biodisponibilidad del hierro, se ha encontrado
que la proteína que más inhibe su diálisis “iii vitro” es la caseína, de lo cual se
responsabiliza a los productos de la digestión proteica que ligan fuertemente al hierro
impidiendo su diálisis. Cuando la caseína se hidroliza antes de incluirla en la dieta,
el nivel de hierro dializable aumenta (HURRELL y Col., 1989).
NAITO y Col. (1974) vieron que, tanto durante la digestión de la caseína in
vitro’ con pepsina y tripsina, corno en la digestión “in vivo’ en la rata, se formaban
grandes fosfopéptidos que podían ligar al hierro y a otros cationes en el duodeno,
manteniéndolos solubles pero no disponibles.
Sin embargo, estos macrofosfopéptidos, formados durante la digestión de la
caseína, no influyen siempre negativamente sobre la digestibilidad de todos los
minerales sino que, en el caso del calcio, la mejoran y favorecen su incorporación
al hueso, (SATO y Col., 1986). La presencia de estos compuestos en el lumen
inhibe la precipitación del fosfato cálcico y sim adición a tina dieta con proteína de
soja, aumenta casi proporcionalmente la solubilidad del calcio intralurninal (NAITO
y Col., 1989). Esta afirmación se demostró en ratas alimentadas con dietas que
contenían caseína defosforilada, al comprobar que la cantidad de calcio soluble en
la parte inferior del intestino delgado era menor que cuando ingerían caseína no
tratada, por lo que seña¡aron que el efecto de los fosfopéptidos de caseína no era
estimular directamente a la mucosa para favorecer la absorción del calcio, sino
p roni over indirectamente sim absorción, al aumentar la concentración del elemento
soluble, inhibiendo la precipitación de las sales de calcio en el intestino delgado
(SATO y Col., 1983).
2.2.3. Efecto del calentamiento
La caseína, al igual que el resto de proteínas contenidas en distintos
alimentos, va a sufrir una serie de modificaciones cuando es sometida a tratamientos
térmicos. Así, como se ha descrito anteriormente, será susceptible de sufrir
desnaturalización, alterándose su estructura nativa; pueden forinarse isopéptidos, al
crearse nuevos enlaces peptidicos entre las funciones reactivas descubiertas al
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desplegarse las cadenas polipeptídicas o por ruptura de enlaces preexistentes; e
incluso, si el calentamiento es excesivo, se puede producir tina destrucción de los
aminoácidos que la componen. Igualmente, podrá reaccionar con azúcares reductores
o con el grupo carbonilo de lípidos oxidados y dar lugar a los productos resultantes
de la reacción de Maillard
Los efectos que los distintos tratamuientos térmicos ejercen sobre la caseína
y sus repercusiones sobre stm valor nutritivo han sido estudiados por diversos autores.
Los trabajos demuestran que la protefna a temperaturas superiores a lO0-l20t1C no
sufre ninguna modificación en lo que a composición aminoacidica se refiere, pero
cuando la temperatura sobrepasa esos valores, o biej a temperaturas más bajas pero
en presencia de azúcares reductores, se van a producir una serie de modificaciones
acompañadas de pérdidas de aminoácidos que reducen considerablemente su valor
nutritivo (SMITH y PRIEDMAN, 1984).
En una experiencia realizada en ratas con caseína calentada a 121 0C se
observó qime la ingesta, peso ganado, PER (eficacia proteica para el crecimiento),
digestibilidad aparente y niveles plasmáticos de lisina y metionina eran menores que
cuando las ratas se alimentaban con caseína no tratada, pérdidas que se
incrementaban a medida que aumentaba el tiempo de calentamiento, Se vio también
que cuando el calentamiento se producía en presencia de azúcares (glucosa, fructosa,
sacarosa) las disminuciones eran más rápidas y mayores (KNIPFEL, 1975).
Por el contrario, FRIEDMAN y Col. (¡988) no encontraron diferencias en
peso ganado, PER y digestibilidad proteica en ratas alimentadas ccii caseína no
calentada, calentada a 37<’C durante diez días sola o en presencia de glucosa, ni en
caseína sola o en presencia del azúcar redtmctor calentada a I200C dtmrante una hora.
Los efectos negativos, sin duda, parecen estar ligados a la temperatura y ser
prol)orcionales a ella, ya que cuando la caseína sola o en l)resencia de glucosa se
calentaba a 1 800C imna hora, sí se producía una reducción considerable en el
incremento de peso de las ratas, en el PER y en la digestibilidad proteica; y si el
calentamiento llegaba a 240<>C, la ganancia de peso y el PER presentaban valores
negativos y la reducción en la digestibilidad proteica, era drástica. En el mismo
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sentido, mediante ensayos de suplementación se demuestra que la caseína calentada
a 1 80~’C conserva sus características para favorecer la evolución ponderal de los
animnales al mismo nivel que la caseína no tratada, mientras que si la temperatura
alcanza los 200 0C pierde su capacidad nutricional y su adición sobre la dieta basal
no representa ningún beneficio en favor del crecimiento (ZIDERIvIAN y Col.,
1988).
Por efecto de los tratamientos térmicos se han descrito importantes cambios
en la composición aminoacídica de la caseína, aunque los autores no se ponen de
acuerdo en la cuantía de la pérdida. Parece que no todos los aminoácidos se afectan
de igual manera, sino que algunos de ellos son mucho más sensibles y lo hacen de
formna más acusada. Además, el deterioro depende de la temperatura, así como de
la presencia de azúcares redtmctores, desencadenantes de la reacción de Maillard.
Otro factor a tener en cuenta es el contenido de humedad, de ahí que cuando
se calientan caseínas con distinto contenido en agua (4% u 80%) a 9O~~C durante
veinticuatro horas, sola o en presencia de glucosa, se observa una considerable
reducción en la disponibilidad de la níetionina, lisina, alanina y cisteina
fundamentalmente, pérdidas que alimentan al incrementarse el contenido en agua de
la muestra, así como cuando el calentamiento se realiza en presencia de glucosa. La
disminución en el contenido total <le amimioácidos, es mucho menor, y la adición de
glucosa duplica la destrucción de la lisina pero no afecta a las pérdidas cíe otros
aminoácidos (PIENIAZEK y Col., 1975).
Este electo de los carbohidraos, sobre la composición aminoacídica de la
caseína calentada a diferentes temperaturas, ha sido tratado por diversos autores. Se
ha visto que a 37’C durante lO días, la caseína sola o en presencia de sacarosa no
ofrece cambios. Sin embargo, cuando el azúcar es glucosa, se observa ya una
di s miii Lición en la Iisi na. Al aumentar la temperatura a 12 1 0C durante imna hora, la
caseína aislada no cambió pero si va acompañada de cualquiera <le los dos azicares,
tienen lugar fuertes pérdidas de usina y más moderadas de arginina, A esta
temperatura se produce el desdoblamiento de la sacarosa en glucosa y fructosa, con
lo que ya se origina la reacción de Maillard, comprometiéndose fundamentalmente
-a
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el grupo c-NH2 de la lisina.
Al aumentar la temperatura a 200
0C se observa una disminución en el
contenido de lisina de todas las muestras, pero esta caída es menor que la que se
prodi.mce a 121 “C en presencia de los azúcares. A esta temperatímra se produce
también tina reducción en la cantidad de serma.
A 300 t’C se altera drásticamente la composición de todos los aminoácidos
y muchos de ellos son totalmente destruidos, fundamentalmente cuando el
calentamiento se hace en presencia de glucosa (SMITH y FRIEDMAN, 1984).
En lo que se refiere a la cuantía de la destrucción, los autores no se ponen
de acuerdo y así, en mezclas calentadas de caseína y glucosa, se han descrito
pérdidas del 71% para la lisina y leucina, 72% para la treonina e isoleucina y del
78% para la metionina (CI-HCHESTER, 1973). Otros autores encuentran para la
misma mezcla, almacenada a 37<>C durante 5 días, un 66% de la lisina inactivada,
pero si permanece 30 días a la misma temperatura, las pérdidas llegan a ser del 90%
para la lisina, 70% para la arginina, 50% para la metionina y 30% para la tirosina
(LEA y HANNAN, 1949).
La biodisponibilidad de los minerales se va a ver alterada o modificada por
la aplicación de tratamientos térmicos, pites como ya hemos señalado anteriormente,
aunque estos elementos sean bastante estables a dichos tratamientos, no lo van a ser
otros constituyentes del alimento o de la dieta en la que se encmentram, lo que puede
dar limgar a una serie de interacciones que van a modificar la disponibilidad de los
minerales y conllevan normalmente a una merma de la misnia.
En el caso concreto de las modificaciones producidas en la caseína calentada
y, corno éstas, repercuten sobre la biodisponibilídad mnineral, muy pocos estudios se
han llevado a cabo cuando la proteína se procesaba aisladamente, siendo muchos más
numerosos aquellos que se basan en el calentamiento en presencia de distintos
azúcares, prestando una mayor atención a las modificaciones que se producen a nivel
proteico, olvidando, en la mayoría de los casos, su influencia sobre la
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biodisponibilidad mineral.
El calentamiento produce una serie de cambios en la estructura micelar y, por
lo tanto, se originan modificaciones cuantitativas y cualitativas en los minerales
ligados a las micelas. Sin embargo, de la naturaleza de estos cambios y de las
repercusiones sobre la biodisponibilidad, no se sabe nada.
Cuando esta caseína calentada se introduce en una dieta, sus propios cambios
van a nrndular sim interacción con los componentes, sobre todo, si consideramos que
pueden variar su composición aminoacidica, sus productos de digestión, etc.
Tampoco acerca de esto último se sabe niucho, ni en sistemas modelos, ni en leche
ni productos lácteos.
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2.3. PESCADO GRASO (SARDINA) - INFLUENCIA SOBRE LA
BIODISPONIBILIDAD MINERAL - FRITURA
.
El pescado es tina importante fuente de nutrientes, un alimento tan viejo
como el hombre, para el que ya las culturas primitivas desarrollaron las primeras
teorías de conservación: salado, secado, ahumado, etc. No obstante, en los países
occidentales y hasta fechas recientes, el pescado se ha considerado, según ambientes,
como alimento de cuaresma o de personas enfermas, incluso el pescado azul ha sido,
hasta hace mtmy poco tiempo, el alimento de los grupos de población de escasos
recursos económicos.
Ultimamente, esta idea ha ido cambiando y en la actualidad la importancia
del pescado crece, además de por su valor nutritivo en general, por el papel de su
grasa en los problemas de aterosclerosis, papel, que como es bien conocido, se
atribuye a los ácidos grasos poliinsaturados (PUPA) y dentro de éstos a la famnilia
de PUPA W-3 que disminuyen la concentración de triglicéridos en plasma, tanto en
sujetos normales como en hipertrigliceridémicos (GOODNIGHT y Col., 1982;
SANDERS, 1985; NESTEL, 1986).
La sardina es rica en ácidos grasos de la serie W-3, fundamentalmente en
eicosapentaenoico (EPA), el cual parece tener una gran acción antiagregatoria ya que
interfiere en el metabolismo de prostaciclinas, tromboxanos y leucotrienos (LANDS,
¡986; KINSELLA, 1987).
A pesar de todos estos aspectos beneficiosos una dieta occidental típica sólo
contiene del orden de unos 20 g. de pescado por día, frente a la de los japoneses que
llega a los 100 g/dia, e incluso frente a la española, de 72g/dia (VARELA y Col.,
1985).
Desde el punto de vista nutritivo el pescado es de los alimentos más
completos por la calidad y cantidad de los nutrientes que aporta. Por ejemplo, una
ración media de un pescado muagro como la pescadilla, con un contenido energético
bajo, cubre más del 50% de la ingesta recomendada (RD) de proteína, el 10-20%
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de muchos minerales y cantidades muy variables de las vitaminas hidrosolubles, que
dependen especialmente del tratamiento al que el pescado se somete antes de
ingerirlo. (NAVARRO, 1991a). Si esta misma ración es de pescado graso, por
ejemplo sardinas, la cuantía y variedad de las recomendaciones satisfechas resulta
aún mayor: el aporte energético aumenta, la proporción de proteína y minerales es
igual o levemente superior y la cantidad suministrada de vitaminas supera
aproximadamente un 17% de las RD de vitamina A y sobrepasa el 100% de la
cantidad establecida para la vitamina D <MOREIRAS-VARELA y RUIZ-ROSO,
1986).
2.3.1. Características de la especie
La sardina “Clupea pilcliardus, es una de las especies de pescado de mayor
importancia en nuestro país, siendo el volumen de captura en el año 1991 de 91.680
Tni (FROM). Pertenece a la subclase Teleosteos, familia clupeidos. Su Vida se
desarrolla constantemente en el muar. Su tamaño varía según que proceda del
Mediterráneo, de trece a quince centímetros, o del Atlántico, de dieciocho a
veintidós centímetros. En general, las hembras tienden a ser mayores que los machos
y la distribución por sexos es paritaria. La reproducción es fundamentalmente
invernal, con un atmge fértil entre Diciembre y Febrero.
La sardina es una especie gregaria, errática y tiene costumbres migratorias,
formando grandes bandos. Al principio se alimenta de fitoplancton, pero, a medida
que va creciendo, busca también el zooplancton y, cuando es adulta, se alimenta de
todo tipo de plancton.
2.3.2. Contenido en nutrientes
Es muy difícil generalizar y establecer unos valores medios para el contenido
en nutrientes del pescado en general y de la sardina en particular, ya que depende
de la especie y variedad concreta de qime se trate y, dentro de ella, de una serie de
factores entre los que cabe destacar: sexo y ciclo biológico, localidad y estación del
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año en que se realiza la captura, abundancia de nutrientes en el hábitat, temperatura
y salinidad del agua, parte del animal analizado, etc. (GARCíA-ARIAS, 1989).
Siempre se ha sostenido que la carne de los pescados hembras es más rica en
proteína que la de los machos, pero según BORGSTROM (1961), parece ser que
influye más el estadio de madurez sexual.
Frecuentemente la carne tiene el máximo de grasa antes del desove, aunque
es difícil saber si ésto se debe a la actividad sexual o al hecho de que los animales
durante este período no ingieran alimentos. En un estudio realizado, a lo largo de
un año, en 10 tipos diferentes de especies marinas, se encontraron amplias
variaciones mensuales tanto de composición en macronutrientes como en la calidad
de la proteína (MOREIRAS TUNI, 1966). Las diferencias más importantes se
observaron en la cantidad de grasa, Concretamente en la sardina este contenido
variaba entre 2,27 y 15,92 en los meses de marzo y septiembre respectivamente.
VARELA y Col, (1990) describen para el mismo pescado un 20,3% de
contenido lipidico en verano y un 5,4% en invierno, observando variaciones
porcentuales de PUPA W-3 especialmente de C 20:5 el cual pasa de 4,62% en
invierno a 11,7% en verano; mientras que otros ácidos grasos, tales como C 22:6
dismintmyen.
Sin embargo, el porcentaje de proteína parece que permanece más estable a
lo largo del tiempo, lo que apuntaría a que no hay interdependencia entre los
contenidos de grasa y proteína. Por el contrario si se detecta una relación inversa
entre el agua tisular y la grasa. Así, para el agua el rango de variación
encontrado fue de 75,5-62,8 %, para La proteína 18,2-15,9% y en los minerales de
4,0-2,5 %.
Los datos referentes a la influencia de las variaciones estacionales sobre la
calidad de la proteína son más uniformes e indican que dLurante el invierno aparece
tmmrn mejora en la calidad, siempre buena, de su proteína, tanto a nivel digestivo
comno metabólico (MOREIRAS TUN!, 1966).
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2.3.2.1. Comptmestos miitro~enados
El contenido total de nitrógeno en el pescado fresco varía de tinas especies
a otras en función de factores fisiológicos, aírmbientales, etc,, pero en la nnyor parte
está comprendido entre 2,75-3,5%. En la sardina, el contenido en N, total es muy
elevado, del 3,79% (PAUL y SOUTHGATE, 1978).
Este valor es la suma del N2 constituyente de la proteína, que sin duda es el
que tiene verdadero valor alimentario, más el nitrógeno no proteico en el que se
incluyen sustancias diversas como aminoácidos libres, urea y bases nitrogenadas
volátiles, que se forman por descarboxilación y desaminackin de aminoácidos y
bases orgánicas.
El N2 no proteico es mucho más importante en el pescado que en la carne,
y aunque su valor alimenticio es escaso, algunos autores lo seflalaron hace ya mucho
tiempo (CAMPBELL, 1935), como estimulante de la secreción gástrica, y desde
luego, tiene una gran importancia como indicador del grado de frescura o alteración
de los pescados y, por lo tanto, de su calidad y estado de conservación.
2.3.2.1.1. Contenido en proteína
El N2 proteico es la fracción más importante del N2 total, suele suponer en
la mayor parte de las especies más dcl 85% (PEREZ MARTIN, t986).
En la sardina el porcentaje de proteínas oscila entre un 21,1% (GEIGER y
I3ORGSTROM, 1962) y 23,7% (PAUL y SOUTHGATE, 1978).
Según estos datos, la sardina es tmn alimento esencialmente proicico, al mismo
nivel que la carne de mamíferos: cerdo, cordero y ternera, qime contienen tambiémi




La calidad nutritiva de una proteína, aparte de su accesibilidad a la digestión,
es función de los aminoácidos que la integran, de forma que su valor biológico será
tanto mayor, cuanto más se parezca su perfil aminoacídico al de la proteína tisular.
Si comparamos la proteína de Za sardina con la proteína del huevo,
considerada como patrón para el hombre adulto, no aparecen variaciones acusadas;
sus aminoácidos esenciales, que son los de verdadero interés nutritivo, presentan
unos valores próximos, en los que cabe destacar las deficiencias, no demasiado
acusadas, de azufrados, valina, fenilalanina y triptófano y el alto contenido en lisina
y, sobre todo, en histidina, Estas desviaciones positivas y negativas aparecen
también en la carne (NAVARRO, 1991 a).
Ensayos biológicos han deniostrado “in vivo’ la alta calidad nutritiva de esta
proteína que ya se desprendía de su patrón aminoacídico, La proteína de la sardina
se digiere muy bien. Así EL RAWI y GEIGER ya en 1952 observaron que las
proteínas de sardina, atún y bacalao eran todas igualmente bien digeridas y
absorbidas. En concreto para la sardina, se han descrito valores de digestibilidad
aparente del 90,3% y del 93% (NAVARRO y Col., 1987; RUIZ-ROSO, 1983).
Los resultados de valor biológico señalan su gran calidad e indican que la
carne de la sardina es metabolizada con gran eficacia, de tal forma que al incluirla
al 9% como fuente proteica en la dieta de animales, se obtuvo un valor biológico
50% más elevado que cuando como fuente proteica se empleó caseína, aunque no
se señala si ésta iba simplementada con el aminoácido netionina (DEVEL y Col.,
1946).
Resultados más recientes de la bibliografía sitúan los valores de valor
biológico entre 80-90%, indistintamente para la proteína de pescado graso o magro,
y, en concreto para la sardina, de 88,6% (NAVARRO y CoL, 1987),
Comno consecuencia cíe stm digestibilidad y netabolización, la utilización
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nimtritiva global de la proteína de pescado en general y sardina en particular> muestra
altos valores de NPU (utilización neta de la proteína), lo que revela el gran valor
nutricional de esta fuente proteica. Así, se han encomitrado valores de NPU de 79,9%
y 62% (NAVARRO y Col., 1987; PEREZ ALVAREZ-QUIÑONES, 1990).
Esta característica se manifiesta igualmente en su buena capacidad para
mantener el crecimiento, con unas cifras de PER similares o inc]uso superiores a las
del patrón caseína-DL-metionina. (CASTRILLON y Col., 1984, 1987; NAKAJIMA
y Col., 1988).
2.3.2.2. Lípidos
La grasa es el componente de cuantía más variable entre las especies cíe
pescado, oscilando, como decíamos, dentro de márgenes amplísimos. En este
sentido, son muy acusadas las variaciones estacionales de la sardina, cuya
proporción en grasa varia, segdn los distintos autores, desde un 1% en los meses de
enero y febrero hasta un 27% durante los meses de Julio y agosto.
La grasa de la sardina, como la de otros pescados, se caracteriza por ser
fuertemente insaturada y así, el aceite de sardina tiene un Indice de yodo medio
próximo a 185. Al lado de algunos ácidos grasos saturados, hay que destacar la
presencia de grasas monoinsaturadas y, sobre todo, la riqueza en ácidos grasos
po]iinsaturados (PUFA).
En el siguiente cuadro aparecen los valores obtenidos por distintos autores,
para los ácidos grasos mayoritarios en la sardina cruda, expresados en gibO g de
grasa:
58
C16:0 C18:0 C18:1 C20:5 C22:6
REMOLí (1968) 23,9 1,6 - 8.6 19,5
HARWOOD y Col. (1975> 16,2 3,5 11,4 16,9 12,9
SEN y Col. (1977) - 2,3 - 13,2 -
ACKMAN (1982) 17,8 3,6 13,0 11,0 13,0
MEDINA (1986) 27,3 9,5 20,2 4,6 16,0
HEARN y Col. (1987) 14,5 4,9 15,4 11,5 25,8
PEREZ ALVAREZ-
QUIÑONES (1990)
27,3 3,5 20,7 ¡1,2 5,4
Tornado de PEREZ ALVAREZ-QU1ÑoN~s <1990>
Con vistas a su relación con los problemas sanitarios, no sólo hay que
considerar la cantidad total de PUFA, sino también el contenido en ácidos grasos de
las familias W3 y W6 y la proporción que guardan entre si (SINGER y Col., 1983;
HEROLD y KINSELLA 1986), ya que los efectos beneficiosos, tanto en lípidos
sanguíneos, como en lípidos de membranas celulares, han sido atribuidos a una
relación disminuida de PUFA W6/W3 (HUANO y Col,, 1986).
A este respecto, en la sardina, la suma del cicosapentaenoico (EPA) que
contiene 20 átomos de carbono y 5 dobles enlaces (C20:5 W3) y el
docosahexaenoico (DHA) con 22 átomnos de carbono y 6 dobles enlaces (C22:6 W3),
componentes más importantes de la familia W3, suponen más del 40% de los ácidos
grasos totales y la relación W6/W3 es de 0,08, relación extremadamente baja, lo que
hace que sea considerada como una especie óptima en la prevención del riesgo de
en fermedades cardiovasculares.
Estos y otros factores han de ser tenidos en cuenta para explicar el papel que
ya se le reconoce al pescado en la prevención y tratamiento de las enfermedades
59
cardiovasctmlares, ya que numerosos datos epidemiológicos y experimentales en
homnbres y animales, clásicos ya, han puesto de manifiesto que mediante
manipulaciones dietéticas, que afectan fundamentalmente a la cantidad y calidad de
la grasa, puede modifmcarse el espectro lipídico plasmático y, por esta vía, estimular
o inhibir el proceso aterosclerótico. Así, dietas ricas en colesterol y en grasas
saturadas elevan el colesterol plasmático, mientras que la grasa poliinsaturada lo
reduce, disminuyendo así mismo las concentraciones de LDL, VLDL y tienen un
efecto variable sobre las de HDL (GOODNIGHT y Col., 1982).
2.3.2.3. Vitaminas
Uno de los valores más positivos del pescado, desde el punto de vista
alimentario, es su contenido en vitaminas aunque algunos autores, corno BENDER
(1978a), consideran que ¡os pescados no son una fuente preferente de vitaminas
hidrosolubles. En los tratados de vitaminas los señalan como cualificados aportes de
B2 y nicotinamida. La sardina en concreto aporta respectivamente 0,25 mg y 9,7 mg
por 100 g de porción comestible (SOUCI y Col., 1981).
Por otra parte, para el contenido de Bm B~ y B12 en sardina se describen
valores de 0,02 mg, 0,96 mg y 0,14 mg. La riqueza en ácido fólíco se aproxima a
8 mg por 100 g de porción comestible (ANDUJAR y Col., 1983).
Sin duda, en el campo de las vitaminas debe resaltarse que estas especies son
ante todo, fuentes de vitaminas liposolubles. El contenido medio de vitamina D para
la sardina es de 7,5-8 mg por 100 g de porción comestible (ANDUJAR y Col.,
1983; SOUCI y Col., 1981; PAUL y SOUTHGATE, 1978).
Los valores señalados para la vitamina A oscilan en torno a 0,02 mg por 100
g de porción comestible (SOUCI y Col., 1981>.
La carne de pescado es también buena fuente de vitamina E y, aunque su
contenido guarda cierta interconexión con el de grasa, no existen grandes diferencias
entre el pescado magro y graso. En este sentido KINSELLA (1987) observa que la
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concentración de vitamina E por gramo de grasa decrece a medida que ésta aumenta
en el pescado y PAUL y SOUTHGATE (1978) encuentran para la sardina 0,30
mng/100 g de porción comestible.
2.3.2.4. Minerales
A pesar de que el pescado es una importante fuente de minerales, en su
conocimiento no se ha profundizado tanto como en el caso de la proteína. En la
década de los cincuenta no se conocían los límites de variación normuales de dicha
composición mineral, ni la utilización de estos constituyentes. Actualmente, en las
tablas de composición de alimentos aparece ya la composición inineral de las
distintas especies, pero todavía se observan muchas lagunas en los elementos
minoritarios; algunas como la del yodo, resultan especialmente significativas, ya que
e] pescado es tina de las mejores fuentes de este nutriente,
El contenido de cenizas en el pescado muestra amplias oscilaciones entre
especies. Aún así puede indicarse que las cenizas están constituidas mnayoritariamete
por potasio, seguido de fósforo, sodio, cloro, magnesio, calcio y luego, en
cantidades que normalmente se aproximan o no alcanzan el mg/lOO g alimento, el
hierro, zinc, cobre y yodo por este orden (PAUL y SOUTHGATE, 1978; SOUCI
y Col., 1981; ANDUJAR y Col., 1983). De los restantes elementos existe escasa
o nula información. En el siguiente cuadro se muestra la composición mineral de la
sardina, recogida en distintas tablas de composición de alimentos (mg/lOO g porción
comestible).
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2.3.2.4.1. Calcio y Fósforo
Los contenidos de calcio y fósforo muestran amplias variaciones entre
especies, de forma más acusada el del calcio. El pescado es tina importante ftiente
de calcio, aunque su riqueza en fósforo supere con amplitud la del calcio. No
obstante, este desequilibrio es mucho más acusado en la carne <le mamíferos, de ahí
qime, respecto a ella, el pescado sea un alimento mucho más equilibrado en estos
componentes. De hecho, la relación calcio/fósforo en los pescados oscila entre 0,03-
0,7 con tinos valores medios de 0,2-0,3.
En la sardina entera, como podemos deducir por la tabla, la relación
calcio/fósforo es óptima, siendo prácticamente igual a uno lo cual garantiza la buena
utilización cíe estos minerales.
Además, es necesario señalar que si el pescado se consume entero, como en
el caso de las sardinas enlatadas, éstas constituyen una importante fuente de calcio
para el hombre (I3ENDER, 1978).
En cuanto a la biodisponibilidad de esle elemento, en el pescado en general
y en la sardina en particular, prácticamente no existe información en la literatura
científica. Un trabajo ya antiguo, realizado en ratas jóvenes, demostró que el calcio
aportado en la dieta por sardinas frescas, o polvo de leche, era retenido en
proporciones de 94,7 y 93,8 % respectivanienie, es decir, con igtmal efectividad
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(LUNDE y LíE, ¡940).
BASU y Col., (1942) administrando 70 g. de pescado entero elevaron la
ingesta cálcica de individuos que estaban ingiriendo una dieta de arroz, logrando así
ingestas diarias de 577 mg de calcio y 637 mg de fósforo, de las cuales retuvieron
aproximadamente el 45%.
La buena utilización del calcio y del fósforo del pescado se corroboró
también en voluntarios en los que la introducción en su dieta de un concentrado de
pescado, aproximadamente hasta un tercio de la ingesta, no alteró los balances de
calcio, fósforo ni sus niveles séricos, por lo que los autores concluyeron que el
calcio del pescado es tan utilizable como el administrado bajo forma de gluconato
(SPENCER y Col., 1975).
Por último cabria plantearse también la influencia que ejerce el pescado sobre
la biodisponibilidad de estos elementos de la dieta, Así GARCIA-ARIAS (1991),
utilizando bonito cono fuente proteica, lo cual suponía un aporte paralelo del 23%
del fósforo y de 0,06% del calcio, comparados con la dieta patrón en la que ambos
elementos procedían de un corrector mineral, los resultados indicaban que la
utilización nutritiva de ambos elementos no variaba y, por tanto que el fósforo del
pescado era aprovechado con la misma efectividad que el procedente del corrector;
además, que la proteína del pescado incidía tan favorablemente como la caseína
sobre las utilizaciones del fósforo y del calcio total de la dieta (GARCÍA-ARIAS,
1989).
2.3.2.4.2. Hierro. Cobre y Zinc
La carne de los pescados es menos rica en estos tres elementos qime la de los
mamíferos. En términos generales parece que el pescado graso posee mayores
concentraciones y, en lo que se refiere al hierro, las especies de carne roja suelen
tener mayor porcentaje que las de carne muy blanca (NAMIKI, 1934),
Aunque no existe mucha información sobre la biodisponibilidad de estos
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elementos, al pescado se le supone un cierto poder eritropoy&ico. En los ensayos
cori bonito (GARCíA-ARIAS, 1991), en los que el 7% del hierro dietético procedía
del pescado, sustituyendo al mismo porcentaje aportado por la caseína, se observó
una clara mejora en la cantidad del elemento absorbido respecto a la obtenida con
la proteína láctea y, en consecuencia, un aumento de la retención corporal de hierro,
lo que podría estar en relación con el citado poder heniatopoyético del pescado. Un
efecto positivo similar se ejercía sobre el balance de zinc (GARCIA-ARIAS, 1992).
2.3.2.4.3. Yodo
El yodo es con toda probabilidad el aporte muineral más importante de los
pescados y, ciertamente, el bocio resulta en extremo raro en las zonas costeras,
donde ordinariamente se come mucho pescado.
Su contenido varía mucho de unas especies a otras, de 0,01 mg hasta 0,2 mg
por lOO g (LOVERN, 1946), siendo los moltmscos especialmente ricos mientras que
la sardina sólo contiene 0,0 16 mg por ¡00 g de porción comestible,
2.3.3 Procesado de í)escado
El pescado es un alimento de captura estacional, con un alto contenido en
agua biológicamente activa, por lo que crudo se deteriora muy rápidamente. Las
mayores caimsas de alteración son el crecimiento microbiano, la actividad enzimática
y las reacciones químicas qime se originan por interacciones entre nutrientes o con
otros componentes.
l)e ahí que, como lps pescados no son en su mayor parte constiíuidos en un
plazo corto desde sim captura, sea necesario proceder a su conservación en las
con<liciones más idóneas, para mantener sus propiedades sanitarias y nutritivas
(KARMAS y HARRIS, 1987).
Si a esto se une el que por razones de palatabilidad, hábitos alimentarios, etc,
en raras ocasiones el pescado se consume crudo en nuestra área geográfica, sino que
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nornmlmente se cocina de distintas formas, se comprenderá que suela someterse a
tiria serie de procesos de tipo industrial o doméstico.
Durante los tratamientos a los que se somete el pescado, pt¡eden producirse
tmna serie de cambios qime modifican su composición o, incluso, la calidad de stís
ntmtrientes. Cambios que deben ser tenidos en cuenta para conocer y valorar lo qtme
desde el plinto de vista nutritivo es más interesante: el valor nutritivo que tiene el
pescado en el momento de ser ingerido, es decir, su valor nutritivo real
(NAVARRO, 1991b).
La mayor parte de los tratamientos utilizados, tanto en la preparación
culinaria de alimentos en general y del pescado en particular (cocción, asado y
fritura) como las realizadas a escala industrial (blanqueado, pasteurización y
esterilización) implican actuación del calor, es decir, son procesos térmicos, de ahí
qíme su incidencia deba ser considerada de forma particular.
2.3.3.1. Efecto de los tratamientos térmicos
La influencia del calor depende de numerosos factores pero, sin dtmda, la
temperatura alcanzada en relación al tiempo tiene especial importancia <PIGO’Vl’ y
TUCKER, 1990). Por ello, la elección de estos y otros parámetros debe ser
optimizada para conseguir que se logren los objetivos del proceso y, a la vez, se
retenga la máxima proporción de nutriente.
2.3.3.1.1. Efecto sobre la proteína
El calor, al actuar sobre la proteína del pescado, al igual que sobre cualquier
otra, produce su desnaturalización, fenómeno que por sí mismo no entraña
necesariamente pérdidas nutritivas. A temperaturas entre 40-70~’C comienzan a
desnaturalizarse la miosina y la proteína sarcoplásmica y posteriormente el colágeno
(NAVARRO, 1991 b).
La desnatumralización ocurre cuando, por efecto del calor, se rompen los
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enlaces responsables de la estructura secundaria, terciaria y ctmaternaria, tales como
enlaces de hidrógeno y disulfuro, afectando por tanto a la ordenación tridimensional
de la molécula, aunque la cadena polipeptídica permanece estable (LANO, 1970).
La proteína pasa de su estado nativo al desnaturalizado a través de tina
situación intermedia de predesnaturalización, al final de la cual las reacciones
todavía resultan reversibles en gran parte. Con posterioridad, si se aporta un calor
excesivo, el proceso podría continuar, los enlaces covalentes se romperían,
conduciendo a una degradación térmica irreversible (LEDWARD, 1979>.
Desde el punto de vista nutritivo interesa conocer la posible degradación del
alimento por las pérdidas de nutrientes que comportan las temperaturas muy
elevadas, llegando a hidrolizarse e incluso a destruirse por oxidación péptidos y
aminoácidos (BENDER, 1984). Así, en caballa calentada a 1150 se ha encontrado
una disminución de cisteina disponible de hasta el 35% de su valor inicial pero sin
producirse cambios en el contenido total del aminoácidos. La metionina es muás
estable y a 115W no presenta cambios, pero cuando la temperatura aumenta a
1260C se produce una reducción del 20% de metionina disponible (PIENIAZEK y
Col., 1975).
BENDER (1978 b) señala que procesos relativamente severos y, a menudo
incontrolados causan daños en los aminoácidos azufrados con considerables caídas
del NPU. En este sentido se ha visto una reducción del 33% cmi el PER de pescado
calentado a 150W durante una hora, respecto al mismo pescado crudo. Sin
embargo, el PER recuperó stí valor inicial cuando el pescado se suplementó 0011
metionina (FRAGNE y ADRIAN, 1967). Así mismo, el único aminoácido
severamente afectado en concentrados de pescados calentados a 1200C durante 4
lloras fue la cisteína, encontrándose pérdidas del 30% de su contenido total. La lisina
disponible iba también disminuyendo a medida que aumentaban la temperatura y el
tiempo de calentamiento (DUBROW y STILLINGS, 1970>.
Las proteínas del pescado están limitadas por los aminoácidos azufrados pero






NPU; ello explica que en filetes de merluza calentados a [05W no se presentaran
cambios en el NPU paralelos al descenso de la lisina disponible, que pasó del 8,6
al 6,9% (YAÑEZ y Col., 1970).
Tampoco se ha encontrado ningún cambio en el NPU de sardinas enlatadas
comparado con las frescas (VARELA y Col., 1963),
El desdoblamiento de la molécula durante la desnaturalización y la
modificación de las cadenas laterales, prodticidas por el calentamiento, pueden
condumcir a la formación de nuevos enlaces inter o intramoleculares, por ejemplo, a
la formación de ptíentes disulftíro y enlaces en los que participa el grupo e-amino de
la lisina, formación de isopéptidos, racemización de amimioácidos, etc., y como
señalaba FORD en 1973 la lisina es capaz de reaccionar con los grupos amida de la
asparragina y glutamina para dar lugar a nuevos péptidos, los cuales no son
hidrolizables por las proteínas digestivas. Así mismo indica que los aminoácidos
azufrados pueden participar en la formación de enlaces cruzados que originan
isopéptidos. Por el contrario, la destrucción de la metionina, al igtíal que otros
autores, lo achaca a qtie se prodt¡ce la oxidación del amninoácido para formar
sulféxido de metionina.
La mayor Cuente de deterioro proteico, consecuente al calentamiento o
almacenamiento de un alimemito, es el conjunto de reacciones conocidas como
reacciones de Maillard, En el pescado, no merece mucha consideración nr la escasa
presemicia de hidratos de carbono, aunque pueda producirse entre la ribosa del
músculo o MIS productos (le degradación y los aminoácidos, y verse favorecida si el
pH post-morten del pescado aumenta (ADRIáN, ¡974), Ya TARR en 1954 señalaba
que pequeñas cantidades de ribosa presentes en ciertas especies de pescado (0,4%
del peso expresado en s.s.) eran suficientes para causar daño a la proteína.
Posteriormente otros autores, como HARRIS y VON LOESECKE (1960),
HASHIBA (1982) y ASHOOR y ZENT (1984), también señalan a la ribosa como
el azúcar responsable de la reacción de Maillard en pescados.
De forma experimental se ha producido esta reacción trabajando con umna
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mezcla de proteína de pescado y glucosa que se almacenó 40 días a 37tlC. Pasado
este tiempo se observaron pérdidas de casi un 50% de argiriir¡a y lisina (PLAKAS
y Col., 1985).
2.3.3.1.2. Mecanismo de oxidación lipidica e interacción con proteínas
Como señalamos en un capítulo anterior, este tipo de reacción se produce
también entre el grupo amino de los aminoácidos y el grupo carbonilo de los lípidos
oxidados, forma qume puede tener mucha más importancia en el pescado,
particularmente en el graso, ya que la oxidación lipidica es especialmente importante
en éste, debido a sus altos niveles de lípidos pollinsaturados (PUFA), cuya
oxidación, según KINSELLA y Col, (1977) produce colores, olores y sabores típicos
con intensidades crecientes en función de la grasa.
KHAYAT y SCHWALL (1983) estumdiaron en profundidad la oxidación de
los lípidos insaturados del pescado y observaron que el mecanismo de la reacción es




RH > R. + H.
RH±O >ROO.+H.
R. +0 >ROO.
ROO. + RE-! > ROOI-I + R
ROO. + R. > ROOR
ROO. + ROO. > ROOR
ROO. + ROO. > ROOR + 02
R.+R. >R-R
siendo ROO. tmn radical peroxi, R. un radical del lípido y RH un lípido imisaturado.
Los hidroperóxidos formados (ROOH) pueden también convertirse en
radicales que aceleren la reacción. Estos y, en general, los radicales libres, son
inestables y pueden oxidar pigmentos, aminoácidos o vitaminas.
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Además, tanto los radicales e liidroperóxidos corno los productos secundarios
(aldehídos y cetonas) pueden reaccionar con las proteínas, formando complejos
lípido-proteína insolubles, que contribuyen al aspecto rugoso y al olor rancio.






Polfrneros pardos que Productos voládmes: Oxidación de pigmentos, Insolut,ilización de
pueden ser tóxicos alcoholes, cetonas, arnitio~tcidos y proiefnas prote<nas
aldeix(dos, ácidos...
La temperatura alta, acelera la escisión de peróxidos y se forman gran
cantidad de compuestos volátiles corno carbonilos, ácidos y polímeros...
Así, se ¡ma sugerido que existe tina relación entre la pérdida de aminoácidos
y la rancidez oxidativa de lípidos en arenqimes (REEVES, 1973>. En concreto, la
interacción de aminoácidos con aceite de soja oxidado, utilizado comiinmente como
cobertura en conservas de pescado, puede implicar pérdidas de triptófano y
fenilalanina (KASIMOTO y YOS[-IIDA, 1973).
Por otra parte, el grado de pardeamiento y la pérdida de usina disponible son
proporcionales a la descomposición de peróxidos en mezclas lípido-proteína
oxidadas. Así se ha encontrado una disminución del 20-30% de lisina disponible
inicial al freirse pescados blancos en aceites vegetales, dismintmción que aumenta
cuando el aceite empleado es recalentado.
El daño se achaca a la formación de enlaces entre los grupos amino de la
proteína y los productos de la oxidación de la grasa (TOOLEY y LAWRIE, 1974).
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En este mismo sentido se ha visto que durante la elaboración de la harina de arenque
se produmce la oxidación (le ácidos grasos insatimrados, formándose aldehído nialónico,
que puede reaccionar con los aminoácidos para dar compuestos carbonil-amino que
son los precursores de muchas reacciones de pardeamiento, y que pueden
comprometer la utilización de aminoácidos como la lisina (HAWTHORN, 1983).
La presencia de estos lípidos oxidados en los alimentos puede influir
negativamente en la utilización de proteínas en general y de algunos aminoácidos en
particular, tales como la usina y aminoácidos azufrados (KIRK, 1984).
En sistemas modelos con proteínas y lípidos oxidados se han encontrado
pérdidas en el contenido total de lisina, histidina y triptófano, Al determinar la
metionina total no se observan cambios pero sin embargo, ésta se encuentra oxidada,
apareciendo como sulfóxido de metionina.
El aminoácido qume más rápido reacciona es la metiomíina, seguido de la lisina,
y a gran distancia el triptófano. Esta diferencia en reactividad se debe al tipo de
reacción que tiene lugar pues mientras la metionina es oxidada por el peróxido, la
lisina reacciona con su carbonilo y el triptófano, por su muy baja reactividad, sólo
reacciona con algunos productos secundarios muy activos. Las mayores pérdidas de
biodisponibilidad son para la usina, seguida de los aminoácidos azufrados y éstos del
triptófamio (NIELSEN, 1984).
En un estumdio sobre sardinas cocidas, fritas y asadas se han descrito pérdidas
en el contenido de triptófano (crecientes según el orden en que se han enumerado los
procesos) que parecen relacionarse positivamente con la temperatura empleada, y
que pueden atribuirse a interacciones lipídico—proteicas ya que el detrimento fue
máximo en un lote de sardinas dejado enranciar voluntariamente <BEAMONTE,
1988).
En la misma línea HURRELL (1990) achaca la considerable reducción en la
biodisponibilidad de la cisteína, hallada en pescados calentados, a la reacción de este
aminoácido con el grupo carbonilo de lípidos oxidados mediante una reacción tipo
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MaiIIard.
2.3.3.1.3. Efecto sobre los nlicronutrientes
Los procesos térmicos van a repercutir también sobre la cantidad y calidad
de algunos micronutrientes.
La estabilidad de las vitaminas al calor puede estar influenciada por otros
factores como, por ejemplo, los otros componentes del alimento que pueden ejercer
tanto tina acción protectora como acelerar su destrucción, Así, la sensibilidad de
cada vitamina al calor no se puede predecir en general, ya que depende de las
condiciones del proceso, y del tipo de alimento del que esté formando parte
(HARRIS y VON LOESECKE, 1960; HEEPE, 1961).
La vitamina A parece ser estable en el proceso de enlatado del pescado
(LOPEZ-MATAS y FELLERS, 1948). De ahí que LUNDE (1937) encuentre que
el ahumado de sardina no causa pérdidas si el pescado se procesa entero y sólo un
ligero deterioro si la sardina se filetea previamente. Por el contrario, BAILEY
(1943) considera que el ahumado destruye totalmente este ntmtriente en filetes de
sardina.
Sin embargo, cuando la grasa del pescado se oxida, si se produce una gran
destrucción de esta vitamina (THALER, 1961).
El tocoferol es muy resistente a! calor y sus pérdidas durante el cocinado se
deben fundamentalmente a la oxidación de la grasa. Cuando el aceite se calienta en
presencia de aire se forman peróxidos que conllevan a una destrucción importante
de vitamina E. Las pérdidas más significativas de esta vitamina sumceden durante el
almacenamiento de alimentos que han sido cocinados en aceites vegetales
(BRUNNEL y Col., 1961). La formación de hidroperóxidos, al oxidarse la grasa
insaturada de los pescados, provoca mna destrucción de vitaminas tales como E1,
ácido ascórbico, 8,, E, A y 812 (KIRK, 1984).
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El pescado es así mismo una buena fuente de vitamina O, sobre todo cuando
se procesa entero. Los datos de BACHARACH y Col. (1942) sugieren que se puede
producir alguna pérdida en cl enlatado de la sardina; sin embargo, ASCHECHOUG
y Col. (1939) señalan que la vitamina D es estable en el enlatado y subsiguiente
al macenamiento.
En opinión de HURRELL (1990) la reacción de Maillard es también causa
de deterioro vitamínico y describe pérdidas de tiamina, E6, E12 y ácido pantoténico;
al mismo tiempo indica que las posibles pérdidas de vitamina A, C y fálico se deben
achacar más a la presencia de oxigeno que a la reacción de Maillard.
En cuanto a la acción de los procesos térmicos sobre los minerales de los
pescados, los pocos trabajos existentes no señalan ningón efecto sobre la
composición mineral de los alimentos en general y del pescado en particular.
No obstante los minerales totales se pierden netamente en los pescados
magros durante la cocción. En los de alto contenido en grasa, la caballa por
ejemplo, estas pérdidas disminuyen mucho o no se producen, lo que sugiere también
una interrelación con el contenido lipídico (le la especie (GALL y Col., 1983;
BEAMONTE, 1988).
Los minerales que se pierden preferentemente son sodio, potasio, magnesio,
y el fósforo sólo en la cocción (GALL y Col., 1983). El bonito, aimnque es un
pescado graso, pierde también potasio, magnesio y fósforo por efecto de la cocción
y no muestra diferencias según que ésta se realice al vapor o en salmuera <GARCÍA—
ARIAS 1989).
Aunqume por el propio proceso térmico realmente no se produzcan muuchos
cambios cimantitativos emi los minerales del pescado e incluso tampoco cambios
cualitativos importantes, si puede darse un efecto indirecto, de tal forma qume
modificaciones producidas en otros nutrientes pueden alterar su biodisponibilidad.
En este sentido algunos minerales que actUan catalizando ciertas reacciones
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químicas pimeden alterar su forma, por ejemplo, el óKido (le trimetilamina (OTMA),
constituyente natural del pescado, se puede transformar durante el calentamiento en
trimetilamina y dimetilamina (TMA + DMA) o en dimetilamina y formaldehído
(TMA + H2CO), pero para que esta transformación tenga lugar el ión ferroso se
convierte en ión férrico (CHAO y GORDON, 1983) y de esta forma se modifica la
biodisponibilidad dcl hierro alimentario.
En un ensayo con bonito como fuente proteica de la dieta, lo cual supuso que
el bonito aportaba también parcialmente los minerales dietéticos, no se observaron
cambios en los balances de calcio o fósforo por efecto de la cocción al vapor o en
salniucra (GARCíA ARIAS, 1989).
Por Ultimo señalar que acerca de los efectos que los productos de la reacción
de Maillard pueden tener sobre la biodisponibilidací mineral en pescados, no se sabe
nacía.
2.3.3.1.4, Efectos no nutritivos
Es obvio, que por los tratamientos térmicos, el pescado adquiera unas
cimalidades organolépticas que, a través de una mejor palatabiliclad, redundarán
positivamente en su ingestión. Pero también conviene señalar un hecho, no
estrictamente nutritivo pero si de importancia para la salud, como es la posible
formación de mutágenos durante el proceso.
En sardinas asadas se lían aislado derivados del triptóffino que son potentes
mutágenos (SUGIMURA, 1978) e incluso sin necesidad de que las condiciones de
calefacción fueran tan drásticas, se obtuvieron nuevos nnmtágenos también en
sardinas asadas (GOMEZ PIÑOL, 1989).
La mtmtagenicidad de las mezclas de ribosa coíi distintos aminoácidos es
mayor qime cuando el azúcar implicado es otro (ASHOOR y ZENT, 1984), de ahí
que se hayan identificado compuestos mutágenos en muchos pescados asados
(LINGNERT, 1990). Sin embargo hay que tener en cuenta que la mutagenicidad se
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ha probado en ensayos tipo “Test de Amnes” por lo que es muy difícil de extrapolar
al hombre y, tampoco se sabe si podría provocar cáncer en ensayos de Toxicidad
Ex peri mental.
2.3.3.2. Fritura
La fritura en baño de acemte es una de las técnicas culinarias más antiguas,
que se originé y desarrolló en los países mediterráneos, seguramente por la
abundancia de aceite de oliva.
En otras regiones esta técnica no era muy popular, se decía que los alimentos
fritos eran poco digestibles e incluso se llegó a hablar de su posible toxicidad. Sin
embargo, posiblemente sea la forma preferente de cocinar el pescado en nuestro
país, y día a día se va popularizando de forma extraordinaria en EE.UU. y Europa.
Según VARELA (1980) dicha tendencia se debe, además de las costumbres
alimentarias adquiridas por razones turísticas, al efecto extraordinario que este
sistema culinario tiene sobre la palatabilidad de los alimentos y porque supone un
considerable ahorro de tiempo en su preparación.
El proceso de fritura ha empezado a estudiarse hace relativamente pocos
años; VIOLA (1969), BENDER (1977), I3IRCH y Col, (¡977), DAGERSKOG
(1977), DOWNEY (1977), VARELA (1977), ZACI-IARIAS (1977), VARELA y
Col. (1988), entre otros, han publicado revisiones sobre la problemática de la
fritura.
En líneas generales podemos decir que se trata de un proceso
extraordinariamente complejo en el que intervienen varios factores. Para VARELA
(1977) son tres: el alimento que se va a freir, la grasa de fritura y las condiciones
del proceso.
Cuando el alimento se introduce en el aceite caliente, normalmente entre
170”C y 200”C, la temperatura en sim superficie sube rápidamente y se pierde agua
por evaporación.
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Como consecuencia, la superficie se deshidrata y el plano de evaporación se
mueve hacia el interior del alimento, formándose una costra de naturaleza porosa
que permite durante el proceso la eliminación del agua a través de esos poros y su
reemplazamiento posteriormente por el aceite caliente (VARELA, 1988).
En el mismo sentido DAGERSKOG (1977) señala que la costra superficial
que se produce debe de ser atractiva, de buen sabor y significar tina pérdida mínima
del valor nutricional del alimento.
Por otra parte, a nivel de la grasa del baño de fritura se produce, durante los
primeros contactos entre la grasa culinaria y el alimento, un drástico descenso de la
temperatura, para ascender paulatinamente a medida que disminuye el contenido en
agua dentro de los alimentos (FIGUEROA, 1984; BELMONTE, 1988;
HERNANDEZ, ¡989; MOREIRAS-VARELA y Col., 1990).
A pesar de la alta temperatura de la grasa del baño, lo que liaría pensar en
un importante daño térmico al alimento, este es menor que el que a primera vista
cabría esperar. La razón radica en que mientras dura la evaporación del agua, la
temperatura en el interior del alimento no sube de lOO 0C y timía vez que ha
pemíetrado en el alimento la grasa caliente del baño, el tiempo que transcurre hasta
que la fritura finaliza es relativamente corto (VARELA, 1977).
En la misma línea FELLOWS (1985), trabajando en fritura de pescados,
observa que las temperaturas más altas se producen en la superficie del alimento,
con la formación de la costra y tostado del entorilo, mientras que en el interior del
músculo, la temperatura no pasa de l00”C mientras haya agua evaporándose. Por
otra parte, SANCHEZ-MUNIZ y Col. (1990) señalan que al freir sardinas la
temperatura del aceite en la freidora permanece la mayor parte del tiempo por debajo
de l400C.
De todo lo anterior se deduce una consecuencia iníportante, que la grasa
caliente actúa cii el interior del alimento durante un período de tiempo muy corto
(GUILLAUMIN, l988), (le ahí que la fritura en baño de aceite no produzca tmn daño
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mayor que otros procesos cLílínarlos.
2.3.3.2.1. Modificaciones cime se producen en el pescado frito
2.3.3.2.1.1. Pérdida de agua y de peso
Como consecuencia del proceso y dada la temperatura de la grasa durante el
mismo, inicialmente sobre 180’>C y luego siempre por encima de 100<>C, el alimento
pierde agua, siendo ésta reemplazada en parte por la grasa utilizada en el proceso.
La transformación del estado crudo al frito, además, da lugar a otros
cambios: pérdida de peso (la cantidad de agua que se pierde es superior a la de la
grasa incorporada), enriquecimiento en grasa y cambios en los componentes más
inestables del alimento (VARELA, 1977).
Con respecto al peso, todos los datos encontrados en la Literatura muestran
un descenso significativo en el pescado frito frente al crudo, Así, en sardinas se han
señalado pérdidas del 27% y del 29,4% (RUIZ-ROSO, 1983; MEDINA, 1986).
Como ya hemos dicho, el alimento por evaporación pierde agua. GALL y
Col. (1983) examinaron las modificaciones cuantitativas debidas al proceso de fritura
en cimatro especies de pescados: mero, pargo, palometa y caballa, encontrando en
todos los casos una reducción en la humedad del alimento frito. En sardina, el
descenso del contenido hídrico por la fritura se sit~ua en torno al 40% (MEDINA,
1986; BEAMONTE, l988; BEAMONTE, 1989).
2.3.3.2.1.2. Modificaciones en la grasa
Las modificaciones en la grasa de tun pescado frito son fundamentalmente
debidas a fenómenos de penetración de la grasa del baño o a intercambios entre
ambas, si se trata de un pescado graso, más que a efectos de su degradación,
atmnque, por supuesto, se produzcan oxidaciones y compuestos polímeros
(POKORNY, l980).
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En opinión de VARELA (1977), el intercambio se produce porque la grasa
utilizada se introduce en el alimento ocupando Parte del espacio dejado por el agua
al evaporarse. La capacidad de absorber la grasa de fritura disminuye a medida que
se incrementa el contenido graso inicial del pescado, hasta tun nivel dc saturación
donde ya no existe absorción ni elimción neta (GALL y Col., 1983).
En un estudio realizado en sardinas con mn alto contenido graso inicial, se
observé que el proceso de fritura no producía un cambio cuantitativo importante en
este nutriente (RUIZ ROSO, 1983).
MEDINA (1986), partiendo de sardinas con un contenido graso medio,
encontró en la primera fritura un aumento del 20% en dicho nivel graso y en la
misma línea, FIGUEROA (1984), señala qime existe una tendencia a ser mayor la
penetración de grasa al aumentar el número de frituras,
Por esta penetración de la grasa del baño se provoca tina dilución de la grasa
propia del alimento (SANCHEZ-MUNIZ y Col,, 1991), lo que puede resultar de
especial interés en lo referente a la fritura de pescado azul. En este caso, la dilución,
antes mencionada, provoca tina disminución de los ácidos grasos poliinsaturados W-
3, presentes en el aceite del pescado, por lo que se podría alterar, al menos
cuantitativamente, el papel protector de esta grasa en las enfermedades
cardiovasctmlares.
Sin embargo, la fritura en grasas monoenoicas como el aceite cíe oliva,
enriquece al pescado azul en ácidos grasos de la familia W-9 pudendo resultar
beneficioso en el tratamiento de dichas enfermedades (VIEJO, 1992).
En este sentido, MEDINA (1986), estudiando la composición en algunos
ácidos grasos de sardinas fritas en aceite de oliva, girasol o manteca de cerdo,
observó qime el contenido en ácidos grasos saturados disminuyó con la fritura, pero
esta di smi mí ución fue miii i ma cuando se empleó manteca de cerdo. El conten ido en
oleico aumentó ligeramente utilizando aceite de girasol o manteca de cerdo, en
cambio, fue mucho mayor cii el alimento frito cori aceite cíe oliva. La cantidad de
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linoleico aumnenté ligeramente con aceite de diva y manteca de cerdo, y
marcadamente con girasol. Los íoliinsaturaclos C20:4 y C22:6 disminuyeron en
todos los casos. En este mismo trabajo encontró que en la fritura de sardinas con
aceite de oliva el contenido total en ácidos grasos monoinsaturados de la sardina
aumenté desde 27% al 57%, mientras que el contenido en ácidos grasos
poliinsaturados disminuyó desde un 30% a un 13% y el contenido en saturados de
42% a 31%.
SANCHEZ-MUNIZ y Col. (¡991), en fritura de sardinas en aceite de oliva,
demostraron un enriquecimiento del pescado en acido oleico (de un 20,5% a un
65,8%) y pérdidas en ácido palmítico (14,1% frente a 27,6%) y ácido
docosaliexaenoico (1,2% frente a un [6,2%), mientras que otros ácidos grasos
sufrieron modificaciones de menor cuantía.
2.3.3.2.1.3. Modificaciones en la proteína
El proceso de fritura puede afectar a las proteínas del alimento. En este
sentido TOOLEY (1972) encontró pérdidas de lisina disponible del orden de i7-25%
después de freir pescado. La frittmra cíe pescados blancos en varios aceites vegetales
reprodujo pérdidas de lisina similares, pero en opinión de TOOLEY Y LAWRIE
(1974), como la proteína de pescado contiene exceso de usina, el daño térmico
puede que no tenga efectos sobre el NPU.
En sardimias fritas durante 4 minutos a 1800C se han descrito pérdidas de
lisina del 29% (AITKEN y CONNELL, 1979) y disminuciones de la disponibilidad
de la metionina sin cambios en su contenido total, así como pérdidas de triptófano
que se aproximan al 9% (BEAMONTE, 1988).
En general, el daño proteico parece debido a la unión del resto amino de los
aminoácidos con los ácidos grasos oxidados, hidroperóxidos, epóxidos y aldehídos,
d anclo comupuestos insolubles de difícil cligesti ón que con tri bu irían a dism 1 nui r la
digestibilidad cíe la grasa y la proteína (POKORNY, 1980).
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Por ello, EL-ZEANY y Col. (1982) sugieren que existe una relación entre
la pérdida de aminoácidos y el enranciamiento oxidativo de pescarlos, ya qime el
grado de oscurecimiento y la pérdida de lisina fueron proporcionales a la extensión
de la descomposición de ¡os peróxidos en la mezcla lípidos oxidados-proteínas.
NAWAR (1984) considera que los cambios oxidativos, introducidos por
hidroperóxidos en las sLilfoproteínas, pueden ocasionar pérdidas nutritivas.
No obstante, los ensayos biológicos en distintas especies de pescado magro
y graso, fritas en condiciones adecuadas, no muestran variaciones dignas de
consideración sobre los distintos parámetros que cuantifican el valor nutritivo.
BENDER (1972) opina que la fritura durante seis minutos a 1 800C tiene poco efecto
en el valor biológico o digestibilidad proteica,
En un trabajo realizado en pescado empanado que implicaba calentamiento,
congelación y recalentamiento, BODWELL Y WOI-IMACK (1978) no hallaron
cambios substanciales en el valor nmtritivo de la proteína. Según AITKEN y
CONNELL (1978), el tratamiento por calor no redtmce el VB de los pescados,
aunque algunos tipos de procesos a que se someten las comidas a base de pescado
producen ligeras pérdidas o ganancias en la digestibilidad.
MOREIRAS-VARELA y Col, (1988) estudiaron la utilización digestiva y
metabólica de la proteína de diferentes alimentos de origen animal crudos y fritos,
aisla(lamente o en presencia de hidratos de carbono, y sólo aparecieron pérdidas en
dicho valor nutritivo en los alimentos procesados en presencia de hidratos de
carbono.
Tampoco MORE[RAS-VARELA y Col. (1990) encontraron diferencias
significativas en el valor nutritivo de la proteína de pescado, jtmzgado mediante el
PER, ya estuviese frito o rehogado-esto¡~do con aceite dc ojiva frente al control
caseína + DL-metionina.
La disminución en el contenido total de aminoácidos o de su biodisponibilidad
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y por otro lado, la estabilidad de los parámetros biológicos tras los procesos
culinarios usuales del pescado, no son hechos contradictorios, sino complementarios.
Mientras que las condiciones sean relativamente suaves y sólo se deteriore
la lisina, uno de los aminoácidos más lábiles pero cuya concentración en el pescado
es alta, los parámetros biológicos no se afectarán. Por el contrario, en condiciones
más drásticas, en las que, además de ella, también se alteren los aminoácidos
azufrados, que son limitantes en el pescado, entonces ya aparecerán disminuidos los
parámetros biológicos (ST[LLINGS y Col., 1969).,
2.3.3.2.1.4. Modificaciones en los micronutrientes
En lo qime se refiere a la influencia sobre la composición y conservación del
contenido vitamínico, la fritura no resulta especialmente lesiva, teniendo en cuenta
el calentamiento que implica, pudiendo considerarse tina ventaja de este proceso el
hecho de que la temperatura en el interior del alimento nunca exceda los ¡00 0C
mientras haya agua evaporándose (VARELA, 1980) y que el tiempo de fritura es en
general muy corto comparado con otros métodos de cocinado (GUILLAUMIN,
1988).
VARELA y Col. (datos no pimblicados), indican que el porcentaje de
retención, es decir, la porción conservada, en la sardina frita es del 61% para la B
2,
46% en la B~ y 72% para el ácido fólico, mientras que la vitamina A se conserva
en su totalidad. Por el contrario FELLOWS (1988) señala que la fritura origina
l)érd idas importantes de nutrien tes, particularmente <le vitaminas liposolubles.
En cuanto a las modificaciomíes que el proceso de fritura puede inducir sobre
la cornposiciómí mincral de los pescados, muy pocos trabajos se han realizado al
respecto, pero la mayoría de los autores coinciden en señalar que las pérdidas
encontradas eran mínimas (CAUSERET, 1962; TARR, 1962; FELLOWS, 1988).
GALL y Col, (1983) frieron distintos tipos de pescado y analizaron el
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contenido mineral tras el proceso. Al comparar los valores con los del pescado cmx
crudo, no encontraron ninguna pérdida de sodio, potasio, fósforo, magnesio, calcio,
zinc, hierro, cobre y manganeso cocinando un pescado con alto contenido en grasa,
como la caballa española. Por el contrario, si el pescado tenía poca grasa, se perdía
sodio, potasio y magnesio.
3.- MATERIAL Y METODOS
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3.1.- DISEÑO EXPERIMENTAL
El esttmdio de la influencia que las interacciones proteico-minerales ejercen
sobre la biodisponibilidad de algunos minerales de la dieta se ha realizado primero
utilizando un sistema modelo experimental y posteriormente en un alimento real.
Así, el diseño de los estudios efectuados puede resumirse de la siguiente forma:
3.1.1. Estudio de ]a influencia que la presencia de una proteína, caseína,
ejerce sobre la disponibilidad y/o biodisponibilidad del calcio,
magnesio, hierro, cobre y zinc,
3.1.1.1. Influencia de la cantidad,
3.1.1.2. Influencia del tratamiento térmico de esa proteína en
forma aislada o en unión con azúcar y/o aceite.
3.1.2. Modulación que un alimento rico en proteína, sardina, tratado o no
térmicamente, ejerce sobre la biodisponibilidad del calcio, magnesio,
hierro, cobre y zinc de la dieta.
3.1.2.1. Influencia de la sardina entera, utilizada como fuente
proteica fundamentalmnente.
3.1.2,2. Influencia de la proteína procedente de las sardinas.
3.1.2,3. Influencia de la fritura.
Para llevar a cabo estos estudios se han realizado:
A. - Ensayos para determninar los cambios en la forma físico-química
(especie) del calcio.
E,- Ensayos de digestibilidad “in vitro” (medida de la disponibilidad).
C.- Ensayos de balance en animales (medida de la biodisponibílidad).
El trabajo se inició referido al calcio, comenzando por estudiar las posibles
modificaciones en su forma físico-química, especie; se continuó viendo si estos
cambios afectaban su digestibilidad ‘in vitro” y por último, valorando si existían
modificaciones en su utilización nutritiva global. Así, en un principio se estudiaron
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las variaciones que se producían en el calcio jónico al ponerlo en contacto con la
caseína o sus mezclas, tratadas o no térmicamente, con objeto de predecir su
posterior utilización ‘in vivo”. A continuación mediante la técnica de digestión ‘ in
vitro’ se estudió si simnulando las condiciones del lumen esos cambios se mantenían
a lo largo del proceso digestivo, afectándolo, o si desaparecían; o bien, si se
originaban nuevas modificaciones. Además se evalué que proporción de calcio y en
que forma atravesaba una membrana semipermeable con tamaño de poro similar al
del intestino. Estos estudios de digestibilidad “in vitro” se ampliaron para analizar
la disponibilidad de otros minerales dietéticos: calcio, magnesio, hierro, cobre y
zinc.
Posteriormente, se realizaron una serie de ensayos “in vivo”, utilizando la
caseína o sus mezclas como fuente proteica yio de otros macronutrientes de la dieta,
y se estudió la biodisponibitidad de dichos elementos incluidos en esas dietas, Una
vez conocidos los cambios que una proteína patrón, caseína, no tratada o calentada,
de forma aislada o en presencia de otros nutrientes, introducía en la
biodisponibilidad de los minerales citados, se amplió el estudio a un alimnento que
se utilizó como fuente proteica de origen animal, con ]a idea de conocer lo que
ocurre cuando la proteína se calienta no de modo aislado sino formando parte de umi
alimento, en el que ademnás existen otros nutrientes que también pueden
interaccionar.
Este alimento y su proteína se emplearon para la preparación de las dietas y
con ellas se realizaron los estudios de disponibi]idad y biodisponibilidad de los
elementos enumerados.
3.2.- MUESTRAS OBJETO DE ESTUDIO
3.2.1. Elaboración de las muestras correspondientes al apartado 3.l.l. del
diseño experimental: ‘Influencia de la presencia de una proteína,
caseína, sobre la disponibilidad y/o biodisponibilidad de calcio,
magnesio, hierro, cobre y zinc
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3.2.1.1. Para cumplir los objetivos señalados en el punto 3.1.1.1. se
emplearon:
Para el punto 3.1.1.2. del diseño experimental, “Influencia del
tratamiento térmico de esa proteína en forma aislada o en
umuión de azdcar y/o aceite”, se emplearon:
Inicialmente se estudió la influencia que la caseína aislada, calentada o no,
ejercía sobre la forma del calcio y la posible dependencia de la cantidad.
Para ello se emplearon distintas cantidades de caseína láctica (Central Ibérica
de Drogas, S.A., Madrid), 15, 30 y 45 mg que sin tratar o calentadas en estufa a
2000C durante una hora, se añadían a un volumen determinado de una solución de
calcio iónico, con el objeto de conocer la influencia de la proteína sobre la forma
del elemento. Con esto se completaba el apartado 3.2.1.1., que fue un estudio
orientativo preliminar.
Una vez conocida la influencia de la cantidad se profundizó en el estudio para
acercarnos más a la realidad de los alimentos. Entonces, la caseína no se procesó
dn¡camente sola, sino en presencia de otros nutrientes: azdcar y/o aceite de oliva.
Para estos nuevos ensayos se empleó caseína Hammarsten (ref. n0 2242,
Merck) por ser mucho más pura que la anterior y estar exenta de lactosa; como
3.2.1.2.
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azúcares en unos casos se utilizó una mezcla al 50% de glucosa (ref. n0 8337,
Merck) y fructosa (ref. n0 5323, Merck) y en otros sacarosa (ref. n0 7651, Merck),
para poder estudiar la influemicia de la presencia inmediata de un azúcar reductor. El
aceite empleado fue puro de oliva de 0,4v de acidez (Carbonelí).
Al totalde caseína se añadió 60% de azúcar y/o 40% de aceite.
Las temperaturas del tratamiento fueron: 100, 150 y 2000C aplicadas a las
muestras durante una hora.
El calentamiento se realizó en estufa en la que se introdtUeron las muestras
en cápsulas de porcelana una vez alcanzada ¡a temperatura deseada.
Todas las cápsulas contenían 5 gramos de muestra: caseína aislada o sus
mezclas, con el fin de que el espesor de las muestras fuera siempre el mismo y por
lo tanto esto no hiciera variar la temperatura alcanzada en su interior.
Transcurrida una hora, las muestras se sacaban y se dejaban enfriar en un
desecador hasta temperatura ambiente, A continuación se procedía al mezclado del
contenido de todas las cápsulas con igual composición.
El calentamiento se efectuó de una sola vez para evitar posibles diferencias
en mezclas idénticas debidas al proceso.
Además, en este apartado ya no se ensayaron distintas cantidades de muestra
sino que se fijó una cantidad, 30 mg, que se empleó en todos los casos, y para todas
las muestras en los ensayos del tipo A.
Con las muestras correspondientes al punto 3.2.1.1, se practicaron:
A. Ensayos para determinar los cambios en la forma físico-química del
calcio.
Con las muestras del apartado 3.2.1.2. se practicaron:
A. Ensayos para determinar los cambios en la forma físico-química del
86
calcio, lo cual se realizó con todas las muestras y a todas las
temperaturas.
8. Ensayos de digestibilidad “iii vitro”
8.1. Se realizaron en:
Se estudió exclusivamente la digestibilidad “in vitro” del calcio.
8.2. Se realizaron en las dietas que contenían:
— Case<na sin tratar
- Caseñia Calentadas a mso0c
- Caseína + 60% (glucosa + fructosa) al 50% durante una hora
- Caseína + 40% aceite de oliva
- Caseína + 60% (glucosa + fructosa) al 50% + 40% aceite ¿le oliva
Se estudió la digestibilidad “iii vitro” de calcio, magnesio, hierro,
cobre y zinc (la preparación de las dietas se explicará en el apartado
3.2.3).
C. Ensayos de balance mineral en animales. Se emplearon las mismas
dietas que en el apartado 82.
3.2.2. Elaboración de las muestras correspondientes al apartado 3.1.2 del
diseño experimental: “Modulación que un alimento rico en proteína, sardina, tratado
o no térmicamente, ejerce sobre la digestibilidad y/o biodisponibilidad de calcio
magnesio, hierro, cobre y zinc”.
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Se empleó un pescado azul, la sardina (Clupea plichardus) tanto cruda como
frita. Las sardinas se limpiaron de escamas, cabeza y vísceras. Se separaron en dos
gnmpos; uno se dejó como muestra cruda y el otro se frió en freidoras domésticas de
tres litros de capacidad a una temperatura inicial de 180W durante 4 minutos. Et
aceite empleado en la fritura fue aceite puro de oliva de 0,40 de acidez (Carbonelí).
Posteriormente, a las sardinas crudas y fritas se les separó la espina, se
trituraron y se les añadió como antioxidante una mezcla al 50% dc BHT y DHA al
0,02% de la grasa (Merck).
A continuación se liofilizaron y se mantuvieron a -20W en botes de cristal
herméticamente cerrados en atmósfera inerte de nitrógeno.
Estas fueron empleadas corno muestras de sardina entera, Para lo que
llamaremos proteínas de sardina, fue necesario realizar una extracción de la grasa,
lo cual se hizo tomando sardinas crudas y fritas liofilizadas y haciendo en cada una
de ellas extracciones sucesivas de la grasa con eter en frío. El material así obtenido
se almacenó a -20% en botes herméticamente cerrados bajo atmósfera inerte de
nitrógeno hasta su uso.
Con los cuatro tipos de muestras se prepararon dietas semnisintéticas y en ellas
se realizaron:
B. Ensayos de digestibilidad ‘in Vitro”.
C. Ensayos de balance mineral en animales.
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3.2.3. Preparación de las dietas
Se prepararon dietas semisintéticas que se ajustaron a las recomendaciones
dietéticas de la National Research Council (1978), a base de:
- Almidón de trigo (Central Ibérica de Drogas, SA., Madrid).
- Sacarosa (Confisa, S.A.).
- Celulosa microcristalina (Central Ibérica de Drogas, S.A., Madrid),
- Aceite puro de oliva de ~,4O de acidez (Carbonelí).
- Complemento vitamínico (Roche).
- Complemento mineral (Merck>.
Como fuente proteica de las dietas se emnplearon las muestras señaladas
anteriorn1ente:
- Caseína sin tratar
- Caseína calentada a 1500C
- Caseína + 60% (glucosa + fructosa) al 50% calentada a 1500C.
- Caseína + 40% aceite de oliva calentada a 1500C,





- Proteína de la sardina cruda
- Proteína de la sardina frita
muestras que en unos casos aportan únicamente proteína, mientras que en otros, se
aporta subsidiariamente una cantidad de grasa y/o hidratos de carbono y/o minerales
que serán descontados del aceite, sacarosa y corrector mineral añadidos para la
elaboración de las dietas semisintéticas,
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Las composiciones en nutrientes de todas las dietas se muestran en los
esquemas 1 y II y los análisis de las mismas en las tablas III y IV.
Los componentes del corrector vitamínico se imidican en el esquema V y el
de los distintos correctores minerales según la fuente proteica empleada en los
esquemas VI, VII, VIII, IX, X y XI.
3.3. METODOLOGIA EMPLEADA
3.3.1. Cambios en la forma físico-química del calcio
Para la realización de este estudio se llevó a cabo la puesta a punto de una
técnica combinada que permitía cuantificar el calcio iónico, el calcio soluble total
y el precipitado.
El procedimiento empleado fue el siguiente: a un volumen determinado (1,5
mí) de una solución patrón de calcio iónico de concentración conocida (1,68-1,82
mmol/l) y tamponada a pH 7 (calcium-pH qualiclleckR, 52360, Radiometer
Copenhagen) se le añadía una determinada cantidad de la caseína aislada (15, 30 o
45 mg según los ensayos) o de sus mezclas (30 mg), tratadas térmicamente o no y
se agitaba durante dos horas. Transcurrido este tiempo se centrifugaba a 8000 r.p.m.
durante dos horas a temperatura ambiente,
A continuación se procedió a la cuantificación del calcio iónico del
sobrenadante mnediante electrodo selectivo ([CA 1, Radioineter Copenhagemú. Hecho
esto, se separaba el sobrenadante del precipitado por filtración a través de tmn filtro
exento de cenizas (Sebleicher and Scliuell, 589% Germany). Este filtro, que retenía
al precipitado, se lavaba repetidamente con agua desionizada procedente de un
sistema Milli-Q Plus (Millipore Ibérica S.A.), recogiendo estas fracciones de agua
y uniéndolas al sobrenadante.
En éste se determinaba el calcio soluble total por espectrofotometría de
absorción atómica (E.A.A.) en un aparato Perkin-Elmer 420. En su cuantificación
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total se añadía el calcio soluble existente en el volumen que utilizó el ICA 1 para
determinar el calcio iónico
El filtro, una vez lavado, se colocaba en un crisol de porcelana que tras
desecarlo en placa a 100% aproximadamente, se introducía en la mimfla para su
incineración a 4500-5000C, Una vez obtenidas cenizas blancas, se realizaba la
disolución ácida y filtrado de las mismas y se cuantificaba el calcio mediante E.A.A.
De esta forma el calcio total se separaba en tres fracciones: iónico, soluble,
que incluía al iónico y al soluble no ionizado, y precipitado.
Este ultimno podría haberse determinado por diferencia. Sin embargo, se
prefirió cuantificarlo en cada nuestra ya que su medida sirvi6 a la vez como control
de calidad de la técnica, al poder calcular el % de recuperación del calcio existente
inicialmente.
3.3.2.- Técnica de digestión “in vitro
”
Con este método pretendíamos conocer si el calcio que encontrábamos
precipitado en experiencias químicas anteriores, tenía un significado fisiológico
desde el punto de vista nutritivo, es decir, si permanecía así y mio se absorbía o si
posteriormente se solubilizaba de alguna forma en el proceso digestivo y podía, en
definitiva, ser absorbido.
Para ello se utilizó la técnica de Miller y Col. (1981) modificada por
Vaquero y Col, (1992) que se adaptó a nuestras necesidades.
La técnica consta de dos fases: una fase de digestión gástrica y otra fase de
digestión intestinal, las viales tienen una duración de dos y cuatro horas
respectivamente.
Para iniciar el proceso de digestión gástrica, se pesaron en un bote de
polietileno dc 500 ml de capacidad 6 g de muestra y se añadieron 300 ml de una
solución de calcio iónico de igual concentración que la utilizada en los ensayos
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anteriores pero sin tamponar. El peso de la muestra y el volumen de liquido no se
eligieron al azar sino que se tomaron éstos para mantener las proporciones de los
ensayos anteriores.
El PH se ajustó a 2.0 con [¡Cl 6M y a continuación se añadieron 12 ml de
una solución de pepsina, 4 g de pepsina (Sigma Chemical Co,, nr 7000, St Louis,
MO) en 25 ml de [¡CI0,1 M. Una vez añadido el enzima gástrico se incubó en un
baño de agua con una agitación de 100 oscilaciones por minuto a 37% durante dos
horas, controlando que el pH se mantuviera en 240 mediante la adición de ¡ff1 6M.
Transcurridas las dos horas de digestión gástrica, se tomaron cuatro alícuotas de 40g
del digerido gástrico que se colocaron en botes de plástico de 250 mnl de capacidad,
en cada uno de los viales se introdujo un segmento de la membrana de diálisis (Bestí
nr. 1063F09. Medicelí International LTD size: 9 36/32”) que contenía 50 ml de una
solución de NaHCO3, cuya concentración era dependiente de la valoración de ¡a
acidez del digerido gástrico. Seguidamente se añadía en cada uno de los cuatro botes
¡0 ml de una solución de pancreatina y sales biliares: 0,4 g pancreatina (Sigma
Chemnical Co., nr P-1750, St. Louis, MO) y 2,5 g sales biliares (Sigma Chemical
Co., nr. B-8756, St. Louis, MO) en 100 ml de NaHCO3 0,1 M, y se colocaban de
nuevo en el baño a 37
0C, a 100 oscilaciones por minuto pero durante cuatro horas,
periodo de tiempo en el que se simulaba la digestión intestinal. A cada hora de
incubación intestinal se sacaba un bote del baño, se lavaba la membrana de diálisis
con agua desionizada, se controlaba el peso y el pH del dializado y del líquido que
no dializaba y subsiguientemente se realizaba el análisis de los minerales en ambas
fracciones.
Se utilizaron una serie de blancos en los que se realizaba el proceso
exactamnente igual, que servían para descontar el escaso aporte mineral de los
reactivos y enzimas empleados.
Todo el material se lavó con [¡NO
310 N.
Cuando las ¡nuestras ensayadas eran dietas seniisintéticas, empleadas
posteriormente para los experimentos “in vivo
1’, existió una ligera modificación,
pues aunque se mantenía la proporción de 6 g de ¡nuestra y 300 ml de líquido en la
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fase inicial del proceso, este volumen no era de una solución de calcio jónico sino
agua desionizada procedente de un sistema Milli-Q Plus (Millipore Ibérica, S.A.),
ya que en este caso se pretendía estudiar la disponibilidad de los distintos minerales
contenidos en esas dietas. Por el contrario, cuando las muestras ensayadas (caseína
y sus mezclas) no formaban parte de una dieta, para conocer su influencia sobre la
digestibilidad in vitro del calcio era necesario un aporte exógeno del elemento, de
ahí que se eligiera tina solución de calcio iónico de igual concentración que la
utilizada en la determinación de los cambios en la formna físico-química del calcio.
La acidez del digerido gástrico se determinó tomando aproximadamente unos
15 g del mismo y añadiéndoles 0,25 g de la solución de pancreatina y sales biliares
por gramo de digerido gástrico. Para la valoración se utilizó una solución de
NaHCO3 al 6% peso/voltmmen y se calculó el número de equivalentes de NaHCO3
necesarios para que el pH de la mezcla fuese 7.0.
La disponibilidad “in vitro” de los minerales se calculó como el porcentaje
de elemento dializado del total presente en la alícuota, y se denominó % de elemento
dializable. Esto se realizó para cada hora de digestión intestinal,
3.3.3. Ensayos de balance mineral
Con estos ensayos se pretendía conocer si los cambios observados en la
forma físico-química o en la digestibilidad “in vitro” de los minerales, tenían,
además de físico-químico, tmn significado biológico, es decir, si modificaban la
biodisponibilidad de los distintos elementos.
3.3.3.1. Procedimiento
El trabajo se realizó mediante ensayos de balance ¡nineral en ratas Wistar
de nuestro criadero, seleccionadas en el momento del destete, con un peso
aproximado de 40 + 0 5 g, introducidas en células metabólicas individuales que
permiten la recogida por separado de heces y orina así corno la cuantificación de La
ingesta. Estas células se alojaron en cámaras termorreguladas a 22 + 2t>C con tina
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humedad del 50-70% y un fotoperiodo controlado de 12 horas. Los grupos estaban
constituidos por 8 animales, cuatro hembras y cuatro machos.
El diseño seguido fue distinto según los casos:
3.3.3.1.1. En los ensayos para conocer la influencia de la caseína (ensayo 1),
el periodo experimental tuvo una duración de 16 días, cuatro de adaptación a la dieta
seguidos de un periodo de siete días de balance y tras éste, otro periodo de cinco











muestra que contenían las
grupos de ratas en fLmnción de los diferentes tipos de
dietas:
- Case<na sin tratar (grupo control)
- Caseína
- Caseína + 60% (glucosa -4- fructosa) al 50% Calentadas a 150W
- Caseína + 40% aceite de clin durante una hora
- Case<na + 60% (glucosa + fructosa) al 50% + 40% aceite ciNa
3.3.3.1.2. En los ensayos para conocer la influencia de la proteína de sardina
(ensayo 2), el período experimental duró cuatro semanas, Durante las tres primeras
se estudió la ingesta y la evolución ponderal y en la última semana se realizó el






ja Semana Semana balance
Se utilizaron 5 grupos de ratas en función de la muestra que contuvieran las
dietas:




- Proteína de la sardina cruda
- Proteína de la sardina frita
En ambos grimpos de balance el régimen alimentario y de bebida (agua
desionizada) fue “ad libitum”.
La recogida de la orina correspondiente al periodo de balance se realizó sobre
HCI al S%o. Se filtró a través de pape! Whatman n041 y se diluyó convenientemente
con la misma disolución, congelándose para análisis posteriores. Las heces se
desecaron, pesaron, homnogenizaron y una parte se incineró para el análisis mineral.
Transcurrida la semana de balance los animales, en ayuno de 4 horas, se
sacrificaron previa anestesia con Nembutal <pentobarbital sódico) al 30% vía
intraperitoneal, en dosis de 0,15 ml/lOO g de peso.
En todos los animales se separaron el hígado y bazo así comno tína porción
de piel, que se limpiaron cuidadosamente, se pesaron y congelaron a -20W hasta el
momento de su análisis. Además, en las ratas del 2~ ensayo se procedió a la
extracción de sangre en todos los animales mediante canulacién de la carótida. La
sangre se centrifugó a 3000 r.p.m. para la obtención del suero y una vez separado
éste, se lavó el precipitado con suero fisiológico y se centrifugó de nuevo a la misma
velocidad, operación que se realizó tres veces, para la obtención de los hematíes.
Tanto el suero como los hematíes se guardaron a -20W hasta el momento de
su análisis.
Todo el material utilizado para los análisis minerales se lavó con detergente
enzimático “Tergazyme’ (Alconox) y [¡Cl diluido, El material quirúrgico era de
acero inoxidable. Para evitar posibles errores en el análisis de la orina, debidos a la
contamninación ambiental o de los recipientes, se prepararon cápsulas, blancos de
recogida, que durante los periodos de balance se manipularon de la misma forma qtíe
las correspondientes a los animales.
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3.3.3.2. Parámetros controlados
Peso de las ratas en los días:
Primer ensayo: 1, 5, 12, 17 del experimento
Segundo ensayo: 1, 8, 15, 22, 29 del experimento
Ingesta sólida semanal y durante los periodos de balance.
Eliminación fecal y urinaria de los minerales calcio, magnesio, hierro, cobre
y zinc durante el tiempo de balance.
En los siguientes órganos se controló:
Primer ensayo:
Segundo ensayo:
Hígado: peso, cenizas, hierro, cobre, zinc, magnesio.
Bazo: peso, cenizas, magnesio, hierro, zinc.
Piel: cenizas, zinc.
Hígado: peso, cenizas, magnesio, hierro, cobre, zinc
Bazo: peso, cenizas, Inagnesio, hierro, zinc.
Piel: cenizas, calcio, hierro, cobre, zinc,
En el segundo ensayo se extrajo sangre a los animales y se determinó calcio,
magnesio, hierro, cobre y zinc, en sueros así como zinc y cobre cii hematíes.
3.3.3.3. Indices utilizados
Eficacia alimentaria
Incremento de peso por día
EA=
g stmstancia seca ingerida por día
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Coeficiente de elicacia proteica para el crecimiento (PER)
Incremento de peso por dfa
g proteína s.s. por día
Para el estudio de los balances de minerales se han empleado los siguientes
1.- Absorción aparente:
eliminada por heces.
cantidad ingerida del mineral menos la cantidad
A = I-F
2.- Utilización Digestiva o Coeficiente de Digestibilidad Aparente (CDA):





3.- Retención corporal o balance: cantidad absorbida de mineral menos cantidad
eliminada por orina.
R=A-O=I-F-O










3.4. TECNICAS ANALíTICAS EMPLEADAS
En las muestras anteriormente citadas, empleadas para la elaboración de las
dietas, así como en las dietas una vez preparadas, se efectuaron los análisis de:
- Humedad, por pérdida de peso en estufa a 1050C hasta peso constante.
- Proteínas, mediante la determinación de Nitrógeno Total por el mnétodo
Kjeldahl, utilizando un analizador Kjeltec modelo Auto 1030 y conversión a
proteína multiplicando por el factor 6,25 (A.O.A,C. 1975).
- Extracto etéreo, por el sistema método Soxhlet, utilizando el sistema Soxtec
de extracción, modelo 1040 fI’ecator, Suecia).
- Cenizas por incineración a 450-500% (A.O.A.C., 1975).
- Los minerales se analizaron en el filtrado de la disolución ácida de esas
cenizas (HCI/HNO
3/H2o en las proporciones 1/1/2) o directamente en el
stmero y la orina mediante espectrofotometría de absorción atómica (E.A.A.)
de llamna en un aparato Perkin-Elmer 420, adicionando lantano al 0,5% a las
¡nuestras y a los stándares de las determinaciones de calcio y magnesio para
evitar posibles interferencias.
En cada serie de muestras se analizó un suero control (Monitrol 1-Normatest,
Laboratorios Dade) y una mezcla del mismo material biológico de rata, utilizada
como control interno (muestra cíe referencia). Los coeficientes de variación
interensayo fueron de un 4,63% para el zinc y un 4,33% para el calcio, en e! caso
de las dietas,
3.5. TRATAMIENTo ESTADISTICO
El estudio estadfstico de los datos se llevó a cabo, en primer lugar,
analizando la distribución de las distintas variables en Ja muestra, de lo que se
98
obtuvo que, aunque los grupos o unidades de análisis eran pequeños, cada una de
las variables en el conjunto de la muestra seguía una distribución próxima a [o
normal, por lo que optamos por la realización de pruebas paramétricas asumiendo
la normalidad en los grtípos. Ambos tratamientos se títilizaron tanto en el estudio de
las variables como en el de los casos.
En el tratamiento estadístico sobre las observaciones, se realizaron análisis
de varianza <ANOVA) apropiados para casillas de igual o distinto tamaño, con una
o dos fuentes de variación, según el experimento de que se tratara, Cuando se
obtuvieron diferencias significativas se efectuaron tests de Duncan’s para realizar
comparaciones entre grimpos.
En los experimentos de digestión ‘in vitro” de caseína, sola o en presencia
de azúcares y tratada térmicamente o no, se realizó un análisis de varianza split-
splot, en el cual, los factores principales fueron la temperatura de calentamiento, la
presencia de azúcares y el tiempo de digestión. El tiempo fue considerado como el
factor sub plot o factor split.
El análisis de datos correspondientes a la diálisis mineral en función del
tiempo de digestión “in vitro” se realizó también mediante ajustes de regresión
lineal, efectuándose comparaciones de las pendientes obtenidas con las distintas
mLlCStras.
Los niveles de significación se han establecido en 0,1%, 1% y 5% y se
expresaron en todos los casos señalando P<0,0Ot, p<O,OI y pcO,OS. Los
resultados no significativos se indicarán con N.S.
La codificación de los datos se realizó en un ordenador IBM 370 y el cálculo























































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































C ST Caseína sin calentar
CA Caseína + 40% aceite
CS Caseína + 60% sacarosa
CSA Caseína + 40% aceite + 60% sacarosa
CGF Caseína + 60% (glucosa + fn¡ctosa) al 50%
CGFA Caseína + 40% aceite + 60% (glucosa + fructosa) al 50%
SC Sardina cruda
SF Sardina ¡‘rita
PSC Proteína extraída de la sardina cruda




















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































DIGESTIBILIDAD “IN VITRO” DEL CALCIO EN PRESENCIA DE CASEINA 0 DE
UNA MEZCLA DE CASEINA CON GLUCOSA Y FRUCTOSA CALENTADAS A
DISTINTAS TEMPERATURAS. PORCENTAIE DE CALCIO IONICO RESPECTO
AL SOLUBLE EN LAS FRACCIONES DIALIZADAS A CADA llORA DE
DIGESTION INTESTINAL
.















37,83 + 6 97
N.S
54,88 + 5 98




45,49 + 3 02
90,83 + 14 45
P < 0,05
51,47 + 5 63
43>94 -h 1 47
96,10 + 5 94
p < 0,001


















Q> hora 150 0C
200 “C
NO VA
Valores íredios dc 4 determiírnciones + desviación si~ndard.
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TABLA XXI -
DIGESTIBILIDAD “IN VITRO’ DEL. CALCIO DE DIETAS ODE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL CALCIO
DIETETICO TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES











































































































Valores medios de 3 determinaciones ±SD
Letras distintas expresan diferencias significativas





























con P < 0,05 entre los valores de
133
TABLA XXII
DIGESTIBILIDAD “IN VITRO’ DEL CALCIO DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. PORCENTAJE DE CALCIO IONICO RESPECTO AL


























































Valores medios de 4 determinaciones + desviación stAndard,
Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de
~ína misma hora Q’est de Duncan’s),
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TABLA XXIII
DIGESTIBILIDAD ~ VITRO” DEL MAGNESIO DE DIETAS ODE CONTIENEN
LAS DiSTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE MAGNESIO
DiETETICO TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES









































































Valores medios de 4 deíerminac~ones + desviación stándard











































Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05
tina misma hora y columna (Test de Duncan>s).
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TABLA XXIV
DIGESTIBILIDAD ‘<IN VITRO” DEL COBRE DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DECOBRE DIETETICO
TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES DIALIZADAS Y NO




















































































































Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre ¡os valores de
una misma hora y columna (Test de Duncan’s).
[36
TABLA XXV
DIGESTIBILIUAD “IN VITRO” DEL HIERRO DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL HIERRO
DIETETICO TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES NO

















































































Valores medios de 4 determinaciones ±desviación stándard
Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de
una misma hora y columna (Test de Duncan’s).
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TABLA XXVI
DIGESTIBILIDAD “IN VITRO” DEL ZINC DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL ZINC DIETETICO
TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES NO DIALIZADAS



















































Valores medios de 4 determinacioneS + desviación stándard
Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de































DIGESTIBILIDAD “IN VITRO” DEL CALCIO DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL CALCIO
DIETETICO TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES



































































































































Valores medios de 4 determinaciones ± desviación stAndard
Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de
íína misma hora y columna (Test de Duncan’s).
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TABLA XX VIII
DIGESTIBILIDAD “IN VITRO” DEL CALCIO DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. PORCENTAJE DE CALCIO LONICO RESPECTO AL

























































Valores medios de 4 determinaciones + desviación stAndard.
Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de
una misma hora (Test de Duncan’s),
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TABLA XXIX
DIGESTIBILIDAD ‘919 VITRO” DEL MAGNESIO DE DIETAS OUE CONTIENEN
LAS DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DE MAGNESIO
DIETETICO TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES








































































Valores medios de 4 determinaciones + desviación síándard
Letras distintas expresan diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de





















































































DIGESTIBILIDAD “IN VITRO” DEL HIERRO DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL HIERRO
DIETETICO TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES NO


















































































Valores medios de 4 determinaciones ±desviación stAndard
Letras distintas expresaí diferencias significativas con P < 0,05 entre los valores de
una misma hora y columna (Test de Duncan’s)4
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TABLA XXXI
DIGESTIBILIDAD “IN VITRO” DEL ZINC DE DIETAS OUE CONTIENEN LAS
DISTINTAS MUESTRAS. DISTRIBUCION PORCENTUAL DEL ZINC DIETETICO
TOTAL EN SOLUBLE Y NO SOLUBLE EN LAS FRACCIONES NO DIALIZADAS















































































Valores medios de 4 determinaciones + desviación scándard
Letras distintas expresan diferencias significativas con P -C 0,05 entre Los valores de















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































DISCUSION DE RESULTADOS5. -
196
5.1.- CASEÍNA Y BIODISPONIBILIDAD DE MINERALES
5.1.1.- Influencia de la presencia de caseína. cii cantidades
variables, sobre la disponibilidad del calcio
.
5.1.1.1.- Efecto de la cantidad y del tratamiento térmico
,
La adición de caseína a una solución de Cat4 originé una redistribución del
elemento de manera que parte del mismo precipité y otra porción quedé en solución,
conservando su estado iónico inicial o bajo forma soluble no ionizada CI’abla 1).
Ls precipitación del calcio se entiende puesto que las fracciones ccs y ¡3 de
la caseína son ca]cio-sensitivas a temperatura ambiente (ALáIS y BLANC, 1975)
y arrastran al elemento en su precipitación; precisamente esta característica se ha
utilizado para separarlas de las restantes fracciones (LÓNNERDAL, 1985).
En las condiciones del ensayo las distribuciones del calcio en soluble y
precipitado no pareció depender de la cantidad de caseína añadida; si bien en la
fracción soluble, su reparto entre Ca44 y soluble no jónico acusé algo esa influencia.
El Ca~ + disminuyó a medida que aumentaba ¡a cantidad de caseína añadida, aunque
no de forma directamente proporcional; en sentido inverso se incrementaba el calcio
soluble no iónico. Ya que la casefna une al calcio formado sales de fosfato cálcico
coloidal incorporadas dentro de las micelas, y directamente a sus fracciones proteicas
(ABRAMS y Col., 1990), puede entenderse que al aumentar la cantidad añadida se
incrementen los ligandos que fijan al elemento y lo mantienen soluble,
disminuyendo, así, la fracción iónica.
Como es bien conocido, por acción del calor la estructura proteica de la
caseína sc altera y la molécula se desnaturaliza. Además, cori temperaturas elevadas
y tiempos prolongados se dañan aminoácidos específicos y aparecen pérdidas que
reducen su valor nutritivo.
197
Este hecho ha sido perfectamente comprobado a partir de 120 0C (SMITH
y FRIEDMAN, 1984). Concretamente se sabe que el calor altera en la leche la
estructura de las inicelas de la caseína, y produce disociación de sus fracciones x,
fi, y as (en el orden indicado), disociación que se incrementa con la severidad del
tratamiento (SINGH y CREAMER, 1991). Si recordarnos que la fracción ir es
soluble en presencia de calcio a todas las temperaturas y que, además, juega un
papel esencial en el mantenimiento de la micela al estabilizar e impedir la
precipitación de las fracciones as y ¡3 en presencia del elemento, se comprenderá que
en nuestros ensayos, al añadir la caseína calentada a 2000C a la solución cálcica, se
produjera una disminución muy importante del calcio soluble total respecto a la
ocasionada con la caseína sin tratar, más intensa cuanto mayor era la cantidad
añadida, así como un paralelo incremento de la fracción de calcio precipitado.
Por último, de nuestros resultados se desprende que las alteraciones
consecuentes al calentamiento han afectado en gran medida a los ligandos del calcio
que lo mantenían en solución, ya que ahora el calcio total soluble ha disminuido
considerablemente, pero además, en su mayor parte, se encuentra en forma iónica
y no ligado.
5.1.1.2. Electo de la temneratura de calentamiento y de la presencia en




5.1.1.2.1, Influencia sobre las formas del elemento
Como tina cuestión preliminar debería cornentarse que al estudiar los datos
recogidos en las Tablas 2, 3 y 4, se observa que aunque los valores obtenidos con
la caseína sin tratar y calentada a 2000 siguen la misma ténica del ensayo 5.1.1. 1.,
las cifras no coinciden exactamente.
Aquí la adición dc 30 mg de caseína sin calentar produjo una menor
precipitación del calcio soluble, mientras que si se añadía calentada a 20W> se
198
manifestaban los mismos efectos observados con la caseína láctica, calentada a igual
temperatura, pero más agudizados.
Estas divergencias en valor absoluto, que no en comportamiento, hemos de
atribuirlas a la distinta naturalezas y riqueza proteica de ambas caseínas. En el
ensayo 5.14.11., el primero que realizamos a tftuloorientativo, se empleó la caseína
habitual en la preparación de las dietas semisintéticas para los animales, cuya riqueza
proteica fue del 83,90% y denominada como “caseína láctica” por la casa comercial.
A la vista de los resultados obtenidos con ella y, pensando en profundizar en
su influencia, al diseñar este segundo grupo de ensayos se decidió emplear una
caseína de mayor pureza y de características perfectamente definidas, por ello se
empleó la Hammersten (Merck) cuya riqueza era del 95,80%.
Este hecho, dos caseínas distintas, puede explicar las diferencias halladas en
los valores absolutos, e incluso hacernos entender el agravamiento de los efectos
debidos al calentamiento cuando se empleó una caseína más pura, ya que, como
decíamos en 5.1.1. ¡ ~, existe un efecto positivo de la cantidad unida al calentamiento.
El análisis refleja que la adición de 30 mg de las distintas muestras sin
calentar a las soluciones de calcio produjo una disminución del elemento ionizado,
parte del cual permaneció soluble pero en forma no iónica y una pequeña parte del
total precipité (Tablas 2, 3, 4) de modo que la distribución porcentual de las formas
del elemento se aproxinió a 80-85% como soluble, dc! cual prácticamente la mitad
apareció ionizado, y en torno al 15-20% se hallé precipitado (Tabla 5).
Aunque el Anova refleja diferencias significativas en las formas del calcio
por efecto de las distintas muestras, con los valores más altos para el calcio
precipitado y, consecuentemente, más bajas de soluble en la que contenía caseína y
aceite, debe seilalarse que cuantitativamente no fueron muy importantes y que a ello
pudo contribuir, además cíe las diferencias de composición entre ellas que, sin duda,
sería el efecto más importante, la recuperación de los análisis que en algunos casos
(muestras que contienen sacarosa sin calentar a alta temperatura o casi todas las
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muestras a 2000C) fue menos adectmada. En estas valoraciones siempre se perdía
algo de calcio, a pesar de que precisamente esas muestras se repitieron en varias
ocasiones, tratando de obviar posibles errores.
La distribución de las formas en que apareció el calcio, tras la adición de las
distintas muestras calentadas a 1000C (Tabla 6), recuerda mucho a la que presentaba
con las ¡nuestras sin tratar (Figuras 1 a 6), La diferencia estriba en un ligero
aumento de la proporción precipitada, significativo sólo en algunos casos y también
un descenso en la caseína con aceite,
El incremento del calcio precipitado se produjo fundamentalmente a expensas
del soluble no iénico, porque el Ca~4 se mantuvo o incluso, a veces se elevó
(Tablas 2, 3 y 4).
Parece pues que los posibles ligandos del calcio, que de alguna forma lo
mantenían en solución o favorecían las condiciones para ella, han comenzado a sufrir
los efectos del calentamiento aunque todavía de una forma no demasiado acusada.
Estos hechos coinciden con la idea generalizada de que el calentamiento de la leche
a temperaturas moderadas no produce efectos demasiado adversos para su proteína
(SCOTT, K.J., 1989), y, en concreto, que si la caseína se calienta por debajo de
100-120W no sufre modificaciones importantes a no ser que existan en el medio
azúcares reductores (SMITH y FRIEDMAN, 1984; KNIPFEL, 1975). En este
sentido debe advertirse que las muestras en las que la glucosa y fructosa estaban ya
presentes desde el principio, fueron las que ocasionaron una precipitación del calcio
significativamente mayor (Tablas 4 y 6), lo cual nos hace pensar en tina incipiente
reacción de Maillard que, como veremos, se desarrollé con mayor extensión a
temperaturas más elevadas. Dc hecho esas muestras se hallaban ya ligeramente
tostadas (Foto 1).
Cuando las muestras se calentaron a l50’~C, se produjeron en ellas una serie
de modificaciones que drásticamente alteraron Las formas del calcio en solución: el
soluble total se redujo significativa y copiosamente en todos los casos (Tablas 9 a
14, figuras 1 a 6), pero los valores más pequeños aparecieron con las muestras que
200
contenían caseína sola o ésta acompañada de glucosa y fructosa (Tabla 3),
produciéndose paralelamente un incremnento del precipitado (Tabla 4), que se originó
en detrimento de la forma soluble no iónica que, como puede verse en las figuras
1 a 6, prácticamente desapareció en todos los casos, pero el efecto no fue exclusivo
sobre dicha forma ya que el calcio ionizado también disminuyó, especialmente en
las muestras antes señaladas (Tabla 2).
El efecto intenso de la muestra de caseína calemitada a 150W liemos de
entenderla a la luz de la influencia del calor sobre esta proteína comentado en 5.1. 1.
y, teniendo en cuenta que a 1500C se producen ya serias modificaciones
estructurales que incluso afectan al contenido aíninoacídico (PIENIAZEK y Col.,
1975); SMITH y FRIEDMAN, 1984).
Las muestras que contenían glucosa y fructosa presentaban un pardeamiento
acusado (foto 1), indicativo de la reacción de Maillard, que a esta temperatura
superior, 1500C, debió haberse ocasionado de forma más intensa, ya que, como
indican diversos autores (ADRIAN, 1974; CHEFTEL, 1976, BENZINO-PURDIE
y Col, 1985), su intensidad y las características de los prodtmctos formados dependen
de la temperatura de calentamiento, de ahí que a la propia influencia de la proteína
desnaturalizada deban añadirse las repercusiones negativas de los productos de la
reacción de Maillard, premelanoidinas, melanoidinas u otros.
Concretamente los pigmentos insolubles, melanoidinas, actúan como agentes
quelantes de cationes (HRDLICKA, 1976; RENDLBMAN e INGLETT, 1984) por
lo que pueden ejercer un efecto inhibitorio sobre la solubilidad del elemento al
adherirlo fuertemente y formar con ellos complejos estables que para el caso
concreto del Ca4~ ya fueron descritos por RENDLEMAN (1987) tanto en sistemas
modelos como en alimentos.
No es raro que en las muestras que contenían sacarosa, comparadas con estas
ultimas, permaneciera una mayor cantidad de calcio soluble e ionizado; a esta
temperatura la sacarosa todavía no se ha hidrolizado (CHEFTEL, 1976), no ha
habido reacción de pardeamiento no enzimático y por ello el efecto negativo de las
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melanoidinas no ha tenido lugar.
Cabe considerar, por último, que la mayor cantidad de calcio en solución se
conservé en los casos en que se añadieron las combinaciones de caseína con algún
otro componente que, por sí mismo, no produjo un efecto deletereo adicional, corno
el comentado para la glucosa y fructosa.
Para entender esto debe recordarse que inetodológicainente igualamos siempre
la cantidad de ¡nuestra añadida, 30 mg, pero en ese peso, el contenido de caseína se
veía mermada cuando se añadían otros componentes, quedando en 21,43 mg, 18,75
mg y 15 mg de caseína en las muestras que llevaban aceite, azúcares y aceite con
azticares respectivamente.
Por eso se comprende que si a 150W la temperatura ejerció ya un efecto
importante y si, como decíamos en 5.1,1.1., la cantidad de caseína añadida modula
el calcio en solución, de manera importante sólo si previamente ha sido calentada
(Tabla 1), se entenderá que en CGF, CS, y CA respecto a C quede más calcio en
solución y lo mismo en CSA frente a CS y en CGFA respecto a CGF. A la vez se
entenderá que el hecho no haya sido claramente manifiesto a temperaturas inferiores.
En resumen puede decirse que tras el calentamiento de las muestras a 150W
y su adición a la solución cálcica, se observó una verdadera redistribuicén de las
formas del elemento (Tabla 7). Apareció un claro predomninio del precipitado, entre
50-80%, en detrimento de la forma soluble, que disminuyó hasta 50-20%
aproximadamente. Cabe destacar qime en la muestra con glucosa y fructosa esa
distribución fue ya la imagen invertida de la que aparecía con la misma muestra sin
calentar (Tabla II, figura 3).
Al poner la solución cálcica en presencia de las muestras calentadas a 200%
se agudizaron los efectos ya comentados a l50<>C; es decir, se incrementé aún más
el calcio precipitado en detrimento del soluble que también ahora era todo iónico
(Tabla 2, 3, 4). Todo lo cual se comprende si se tiene en cuenta que al aumentar la
temnperattíra se acrecienta el daño a la proteína y que el desarrollo de la reacción de
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Maillard y los productos formados pueden ser diferentes (BENZING-PURDIE y
Col, 1985).
Ese incremento fue especialmente acusado en las muestras que contenían
sacarosa (Tablas 110 y 13, figuras 2 y 5), y que a l50”C todavía conservaban mayor
cantidad de calcio en solución al ser la sacarosa tmn azúcar no reductor que en
principio no participaría en la reacción de Maillard.
No obstante, corno indican HIJRRELL y CARPENTER (1977), a
temperaturas superiores a 1500C se produce el desdoblamiento de la sacarosa, con
lo que a 200W ya existen glucosa y fructosa presente en el medio que pueden
desarrollar la reacción, de ahí que a esta temperatura, entre las muestras que
contenían glucosa y fructosa o sacarosa no aparecieran diferencias sustanciales. El
menor contenido de calcio precipitado en CGFA respecto a CSA (Tablas 4 y 8) dada
la similitud del soluble (Tabla 3), parece fruto de la baja recuperación que se obtuvo
en este caso, más que producto de un efecto especifico de la propia muestra.
Nótese que a esta temperatura la distribución porcentual del calcio entre
soluble y precipitado fue aproximadamente el reparto inverso al que se producía con
las muestras sin calentar: el porcentaje que entonces era soluble ahora ha precipitado
y viceversa (Tablas 5 y 8). Esta apreciación se ajusta bastante fielmente a la realidad
en las ¡nuestras sin aceite; en las que lo llevan resulta más aproximada, lo que sin
duda se relacionarla con los menores contenidos de productos que interfieren.
Como re&mmen puede decirse que, por la presencia de estas muestras en las
soltmciones de calcio, se produce una redistribucién del elemento en forma jónica,
soluble no iénica y precipitada.
El calentamiento previo de las muestras a 1000C no altera sustancialmente
esta distribución pero, entre I0O~’ y 150%, tienen lugar importantes modificaciones
en la estructura y/o naturaleza de los componentes, previsiblemente con la aparición
de nuevos productos, que parecen más acusados en las muestras con azúcares y que,
al favorecer la precipitación del elemento, inciden drásticamente sobre la distribución
de las formas del calcio soluble y precipitado, hasta el punto de invertirla cuando la
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temperatura alcanza los 200% (Figuras 1 a 6).
5.1.1.2.2. Influencia sobre la diMestibilidad “in vitro
”
En este estudio preliminar de digestibilidad “in vitro” se ensayaron
exclusivamente las muestras de caseína y caseína con glucosa y fructosa, sin calentar
o calentadas a 1500C y 200%. Se descarté la temperatura de 1000C porque, a la
vista de los ensayos 5.1.1,2. L, no existían diferencias importantes respecto a las
muestras sin calentar. Entre la caseína con glucosa y fructosa o con sacarosa se
eligió la primera, dado que la influencia de la sacarosa, una vez desdoblada, era
similar, y en la mezcla CGP la glucosa y la fructosa estaban ya presentes a todas las
temperaturas. Posteriormente, cuando las muestras formaron parte de una dieta en
la que se esttmdió la digestibilidad Hin vitro’ del calcio se ensayé también la
influencia del aceite,
En este grupo de experimentos se mantuvo la misma proporción calcio-
muestra utilizada en los ensayos anteriormente descritos,
Tras la digestión “in vitro” con la muestra de caseína sin calentar (Tabla 15,
figura 7), se observó que aproximadamente un 15% del calcio total dializaba ya tras
la primera hora de digestión pancreática, cantidad que se iba incrementando con el
tiempo de digestión. Algo menos de la mitad de ese elemento dializado se hallaba
en forma iónica (Tabla 20, figura 9).
El restante calcio, que no atravesé la membrana, se encontró preferentemente
soluble, en torno al 45-50% dcl total, pero también una cierta proporción, 35-40%,
apareció precipitado, aunque éste iba disminuyendo a mnedida que transcurría el
tiempo de digestión, durante el cual, se soltmb¡lizó, dializó y contribuyó a
incrementar el calcio total dializado; debe suponerse que preferentemente mediante
un aumento del calcio soluble no iénico, ya que la fracción ionizada no se elevó de
forma importante ni significativa.
Si se comparan estos datos con los recogidos en la Tabla 9, puede verse
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como tras la digestión ~in vitro” se originé una mayor precipitación del calcio, y
también como durante este proceso se fueron liberando sustancias que de alguna
forma fijaban el calcio, lo soixíbilizaban y favorecían su absorción. En este sentido
se sabe que durante la digestión proteica se forman, por una parte, macropéptidos
que interactúan con los minerales y normalmente disminuyen su absorción (NAITO,
1986), pero también que, a medida que transcurre el proceso, se liberan pequeños
péptidos y aminoácidos que favorecen la solubilidad del calcio.
Concretamente a lo largo (le la digestión intestinal de la caseína tiene lugar
la formación de fosfopéptidos que incrementan la solubilidad del calcio intraluminal,
inhibiendo la precipitación de sus sales y favoreciendo, así, la difusión pasiva del
elemento (SATO y Col. 1986).
Cuando en la digestión “in vitro” se empleó caseína calentada a 1500C, la
diálisis del calcio no varió cuantitativamente y a la cuarta hora existieron cantidades
similares a las obtenidas con ella sin tratar (Tabla 15, figura 7). No obstante, en este
segundo caso, la cifra dializada a la primera hora fue mayor y el equilibrio se
alcanzó ya a la segunda, a partir de la cual no se produjo incremento significativo.
Parece, pues, que el proceso digestivo ha transcurrido con mayor celeridad en la
muestra calentada, lo cual no es de extrañar ya que la desnaturalización ocasionada
en la proteína por el calentamiento, siempre que no sea excesivo, favorece la
digestibilidad (DEL VALLE y Col,, 1983).
La mnitad del calcio que atravesaba la membrana semipermeable estaba
ionizado (Tabla 20, figura 9). Al otro lado de la membrana quedó aproximadamente
Lin 55% de calcio soluble y sobre un 25% precipitado que no dializaron.
En este caso la fracción precipitada fue menor y no disminuyó en el tiempo
q~me empleamos para la digestión. Por el contrario, la porción soluble decreció
ligeramente ya que una pequeña cantidad todavía siguió dializando, debido a que
durante la digestión, el ataque emzini~$tico, la hidrólisis, etc., que tienen Lugar pueden
disminuir el tamaño de las moléculas solubles que fijan al calcio, de forma que con
el tiempo es posible transportar más elemento a través de la membrana.
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Todo esto hace pensar qíme el calentamiento de la caseína a 150W ha
introducido una serie de alteraciones en su molécula que han modificado sus
productos de digestión y de modo indirecto han alterado sus repercusiones sobre la
distribución del calcio. Esto explica que el porcentaje precipitado sea ahora menor
que con caseína sin calentar y, además, que aparezca una fracción de calcio soluble
no iónico (50% en el dializado y aún mayor en el no dializado), que ha debido
formarse a expensas de los productos de la digestión ya que no se originaba por la
mera presencia de la caseína calentada 1500C en la solución cálcica (Tabla 9).
La diálisis del calcio se modificó sustancialmente tras el empleo de caseína
calentada a 200%, disminuyendo mucho la cantidad de elemento penetrado, ya en
la primera hora de digestión intestinal, y más aún a medida que ésta avanzaba (Tabla
15, figura 7), disminución que afecta preferentemente a la fracción ionizada (Tabla
20, figura 9). Mediante análisis matemático se demuestra que existieron diferencias
significativas entre las pendientes positivas de las rectas de regresión
correspondientes a la variación en el tiempo del calcio total dializado con la caseína
sin tratar y la calentada a 1500C respecto a la negativa obtenida con la calentada a
2000C (p 0,0001) (Figura 7). También a lo largo del tiempo se observó una
disminución del calcio iónico dializado más acusada en la caseína calentada a 200%
(p = 0.007 y p = 0.0085 para CST y C 150W frente a C 200%) (Figura 9).
El calcio qtme no dializó estaba precipitado casi en su totalidad, sólo una
pequeña cantidad apareció soluble y dismninuyó con el desarrollo de la digestión. Esta
disminución, junto con la que experimenté el dializado, contribuyó a incrementar la
precipitación del elemento, siguiendo una ténica inversa a la observada en los casos
anteriores, en los que la digestión favorecía la diálisis del calcio mientras que aquí
favorece su precipitación.
Así su distribución porcentual en solimble y precipitado coincide con la de la
Tabla 9, por lo que la digestiémi en este caso no ha sido capaz de mejorar la
precipitación cálcica que ya se producía por la sola presencia de la caseína calenlada
a 200~>C, pérdida de solubilidad que ya podría tener un significado nutricional
además de fisico-qulmico.
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La diálisis del calcio, tras la digestión “iii vitro” de las muestras que
contenían caseína, glucosa y fructosa sin calentar, siguió la misma tónica que la
ofrecida por las ¡nuestras con caseína sola, pero partiendo de unos valores de calcio
dializado significativamente superiores ya a la primera hora de digestión pancreática
(Tabla 17).
Por otra parte, en la porción del elemento que no dializa se observó una
mayor cantidad soluble y menor precipitado. Ambos habían disminuido a la cuarta
hora de la digestión (Tabla 16), lo que contribuyó a enriquecer la transferencia del
elemento al interior de la membrana, También a ambos lados se conservaron
mayores cantidades de Ca4~ respecto a la muestra de caseína sin tratar (Tabla 17).
El calentamiento previo de la muestra a 1500C ejerció un efecto positivo
sobre la diálisis del calcio, que se incrementé a medida que transcurría el tiempo de
digestión, al menos hasta la tercera hora (Tabla 16, figura 8). Este aumento se
produjo merced al calcio soluble no iónico, ya que la proporción ionizada no se
elevó. Paralelamente en la fracción no dializada parece que se favoreció también la
forma del calcio total soluble en detrimento del precipitado, cuyo valor fue menor
que el de la míiisma mLmestra sin calentar e incluso respecto a la caseína calentada a
la misma temperatura (Tablas 16 y 18), Ese calcio precipitado se fue redisolviendo
y simultáneamente difundiendo por el proceso digestivo, pero ahora con mayor
intensidad. A la vista de tal dinámica, cabe pensar que el tratamiento térmico de la
mezcla CGF, unido a la digestión, ha favorecido la liberación de posibles ligandos
absorbibles del calcio que lo mantienen en solución y favorecen su difusión pasiva.
A la vez, los ensayos de digestión ‘in vitro” sirven para demostrar que ese calcio
precipitado no es permanente y que gran parte puede recuperarse y solubilizarse de
nuevo, posiblemente unido a moléculas de elevado peso molecular, preferentemente,
que lo mantienen en soltmción pero no permiten su diálisis; ello explicarla que el 18%
del calcio soluble iónico de la Tabla II se elevara tras la digestión hasta el 80%, del
cual, la mayor parte no había dializado y estaba en forma soluble no iónica.
El calentamiento a 200% en la mezcla CGF, como ya indicábamos para la
caseína aislada, trastocó la distribución del calcio tras la digestión •‘in vitro’t, en este
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caso, incluso de manera más acentuada. Dializó muchísimo menos a la primera hora,
la mitad que con la misma muestra calentada a 150%, y, además, dicha cantidad
fue disminuyendo a medida que transcurría el tiempo de digestión, de forma que a-
la cuarta hora sólo supuso aproximadamente un 5% del total (Tabla 16, figura 8) y
se hallaba exclusivamente en forma iónica, por lo que nada del calcio que atravesó
la membrana estaba ligado en ese momento. En la Tabla 20 y figura 10, puede
apreciarse como la proporción de Ca~4 del total dializado fue en este caso siempre
la más alta y, además, como se elevó hasta alcanzar el 100% al final del periodo,
en contraposición con el comportamiento del ión en las ifiLlestras sin calentar o
calentadas a 1500. La elevación del porcentaje del Ca44 en función del tiempo de
diálisis fue significativa, p= 0.0001, respecto a la ligera disminución ocurrida con
CGF ST y CGF 150W.
De forma complementaria se observó un incremento sustancial en el calcio
no dializado, a base del extraordinario aumento del elemento precipitado, ya que el
soluble a este lado de la membrana disminuyó tanti~n en gran cuantía, y apareció
en su totalidad corno Ca44 (Tabla 16). Posiblemente este hecho, unido a la menor
cantidad de calcio dializado, sea la diferencia más destacable con la caseína sola
calentada a la misma temperatura, en la que el Ca4~ suponía una fracción muy
peqtmeña del total soluble, dializado y no dializado, por lo que al contrario que aquí,
se conservaban ligandos solubles de! elemento (Tabla 19).
Además, a medida que avanzaba el tiempo, ese calcio precipitado se iba
incrementando debido a la disminución paralela que experimentaba la cantidad
soluble a ambos lados de la membrana. Por tanto, puede decirse que el proceso
digestivo, en este caso, tampoco ha sido capaz de modificar sustancialmente la
distribución que se producía entre el calcio soluble y no soluble por la presencia de
la mezcla CGF calentada a 200% en la solución (Tabla IQ, algo parecido a lo que
ocurría con la caseína sola calentada a la misma temperatura.
De todo esto podemos deducir que, el calemitanjiento a 200~’ durante una hora
de la caseína sola o en unión de glucosa y fructosa produce tina serie de alteraciones
que no son corregidas por el proceso digestivo, e inciden negativamente en la
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disponibilidad del calcio.
A este respecto podría añadirse que a elevadas temperaturas, incluidas los
2000C, tiene lugar la formuación de isopéptidos resistentes a la acción de los enzimas
proteoliticos y por ello a la digestión (PIENIAZEK y Col,, 1975 HURRELL y
CARPENTER, 1976), lo ctmal, de alguna forma, podría entorpecer la utilización del
Ca.
Además, en el caso de la mezcla CGF calentada a 2000C, es factible también
el efecto negativo de las melanoidinas, de naturaleza diferente en función de la
temperatura en que fueron formadas (BENZINO - PURDIE y Col., 1985) y de las
que se ha descrito que a medida que el pardeamiento de la muestra se vuelve más
intenso los complejos de Maillard formados resultan más inertes a la digestión, lo
que compromete su biodisponibilidad ~WHITELAWy WEAVER, 1989). De hecho
nuestros resultados demuestran que por el calentamiento a 2000, pero no a 150W,
y tras la digestión, se liberan tina serie de sustancias que contribuyen a la
precipitación del Ca no dializado, e indirectamente del que dializa, al favorecer el
gradiente de concentración a ambos lados de la membrana que hace salir parte del
elemento que ya había penetrado a la primera hora, de forma más intensa cuando la
muestra contenía los azúcares reductores (Tabla 19).
Para estudiar de una forma más real la influencia de los tipos de muestras
ensayados y su calentamiento sobre la biodisponibilidad del calcio, como se ha
señalado en la metodología, las muestras se emplearon para preparar dietas
semisintéticas, utilizándolas como única fuente de proteína y, en su caso, corno
aporte parcial de grasa y/o hidratos cíe carbono. Con ellas se realizaron estudios de
digestibilidad “in vitro” y de balance en ratas, y en ellas se estudió la disponibilidad
de los elementos minerales, en este caso del calcio, contenidos en dichas dietas, Para
estos ensayos se descarté el calentamiento a 2000C por los resultados negativos, ya
comentados en el apartado anterior, que hacían a las distintas muestras inadecuadas
para la alimentación animnal.
Los estudios de digestibilidad “in vitro” reflejan que la fracción del calcio
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dietético que dializó se aproximaba en todos los casos al 20%, porcentajes que
recuerdan a los obtenidos con las ¡nuestras aisladas (Tabla 21, figura II). No
obstante, entre las distintas inímestras existieron diferencias significativas q~¡e no
fueron cuantitativamente demasiado importantes, y en todas ellas se produjo una
ligera disminución del calcio dializado a partir de la segunda hora. Los valores más
bajos correspondieron a las dietas que contenían C 150”C, CA 150W y CGF
1500C, pero sin diferencias entre ellas a la primnera hora,
El calcio dietético que dializó se encontraba en su mayor parte en forma
iónica, 70-85% en las dietas con CA 1500C y CGF 150W y entre el 95 y 100% en
las restantes (Tabla 22, figura 12), por lo que en las dos primeras, todavía parte del
mismo permaneció ligado, aunque en menor proporción a la observada con las
¡nuestras no incluidas cii dietas (Tabla 20). Las razones de este cambio podríamos
achacarías a la distinta naturaleza del calcio, la solución cálcica (qualicheck) de los
ensayos del punto 5. 1. 1.1. y el calcio del corrector mineral, así como a los restantes
componentes dietéticos.
La presencia de esos componentes, por ejemplo la fibra dietética, podrían
explicar la mayor proporción de precipitado en el calcio que no dializó. En él> la
forma soluble, cuantitativamente menor, tendió a disminuir excepto con la dieta de
caseína sin calentar, y ello, junto con la disminución del calcio dializado, contribuyó
a incrementar el precipitado, cuyos valores fueron significativamente superiores con
Las dietas que contenían C 150<>C, CA 1500C y CGF 1500C a partir de la segunda
o tercera hora de digestión.
5.l.I.2.3. Influencia sobre la biodismionibilidad
En los ensayos de balance, los amíimales alimentados con las distintas dietas
no mostraron variaciones significativas en sus consumos alimentarios, aunque es
cierto que el mayor valor de ingesta correspondió al grupo control, caseína sin tratar
(Tabla 32).
Los pesos de las ratas a lo Largo del ensayo tampoco variaron
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significativamente (Figura 22) aunque al igual que con la ingesta, el grupo dc
caseína tuvo tiria evolución ponderal siempre por encima de las restantes, y el de
CGF l50t~C, tras la adaptación, por debajo.
Nótese que los animales partían de pesos idénticos y que a lo largo del
ensayo algunos grupos tendieron a distanciarse, pero la influencia debía ser de poca
intensidad y no llegó a manifestarse de forma significativa en los 17 días del ensayo
(Tabla 32).
No obstante, cuando ambas influencias se unen y se analiza la ganancia de
peso en relación con el alimento consumido, en el Coeficiente de Eficacia
Alimentaria (C.E.A,) se apreció vn deterioro significativo en los grupos que
ingirieron las muestras con glucosa y fructosa, preferentemente en CGF 150W,
mientras que la dieta que se utilizó con mayor eficacia fue la control de caseína sin
calentar (Tabla 32>.
El estudio del balance de calcio (Tabla 33) refleja que aun sin diferencias
significativas en la ingesta, la excreción fecal varió ligeramente, alcanzando tos
mayores valores el grupo control, cuyas cifras de ingesta fueron también las más
altas, lo que podría explicarlo. Por el contrario, en los animales del grupo CGF
1500C, la menor ingesta no se correspondió con la menor excreción, Algo parecido
aunque más atenuado podría decirse de CGFA 150W, así que ambos resultados
hacen pensar en la posibilidad de algún factor negativo común que también esté
incidiendo.
Estos cambios cii la excreción fecal del calcio fueron cuantitativamente tan
pequeños que, unidos a La ingesta, no llegaron a afectar de forma significativa la
absorción del elemento. Pero otra vez aquí se manifiesta que los más bajos valores
correspondieron a los grupos con glucosa y fructosa, especialmente CGF 150W, que
fue también con el que en los ensayos “in vitro” dializaba menor proporción de
calcio a todas las horas (Figura II).
Estas pequeñas variaciones no significativas en el calcio absorbido, midas a
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los cambios también escasos de la ingesta ¡ido de sentido contrario, hicieron que
sobre el % Ah se observara un ligero incremento en los grupos alimentados con C
l50~>C y CA 150W.
En general los valores de absorción “iii VIVO’, en sus d¡versas expresiones,
no son numéricamente equiparables a los obtenidos “in vitro’, lo cual queda
sobradamente recogido en la bibliografía.
Resulta lógico que la absorción “iii vivo” sea superior, ya qtme además de la
difusión, que podría explicar la diálisis, en el animal intervienen todos los procesos
de transporte activo, sometidos de forma especial a la regulación biológica que
durante el crecimiento, periodo en el que se hallaban las ratas, juega a favor de una
mayor transferencia cálcica.
Se sabe que en esta época la STH, entre otros factores, estimula a la l,a-
hidroxilasa renal necesaria para la síntesis dcl 1,25 (Ol-I)2D3, y este metabolito
favorece la absorción intestinal del calcio.
Por otra parte, tampoco en su eliminación por orina se alcanzaron variaciones
significativas dadas las grandes variaciones existentes entre los animales de los
grupos CGF 150W y CGFA 150W, cuyos valores aun sin diferencias estadísticas,
fueron apreciablernente más elevados. Esto podría atribuirse a las premelanoidinas,
compuestos absorbibles que actuian corno ligandos de metales y favorecen sim
eliminación urinaria (HURRELL, 1990), hecho demostrado en ratas e incluso en
humuanos tras la administración parenteral de símeros gl¡mcosados con aminoácidos en
los que la reacción de Maillard se había producido por la estirilización conjímnta
(FREEMAN y Col., 1975).
No obstante, estos ligerísimos cambios en absorción y eliminaciómi urinaria
todavía no se reflejan de forma clara en el balance cálcico,
Los valores (le retención diaria cii Col; 150”C y CGFA 150W fueron los
más pequeños, pero no significativamente diferentes. Sólo cuando se refiere a
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eficacia de utilización a nivel metabólico, % R/A, se observó que los animnales de
esos dos grupos utilizaron la menor proporción del calcio absorbido e incluso
también fueron los que mantuvieron una menor eficacia en la utilización nutritiva
global. Por el contrario, la mejor biodisponibilidad del elemento se desarrolló en los
grupos que consumieron la caseína, sola o con aceie, calentada a 1500C.
De todo ello puede deducirse que, aunque con diferencias cuantitativamente
poco importantes, la presencia en la dieta de caseína calentada a 1500C en unión de
azúcares reductores parece ejercer tina influencia discretamente negativa que se
ejerce de forma preferente o exclusiva a nivel metabólico, que suavemente desplaza
el equilibrio hacia la eliminación y por ello tiende a deprimir la biodisponibilidad del
calcio.
5.1.2. Influencia del calentamiento de la casefiia sola o en presencia de
azúcares v/o aceite sobre la biodisnonibilidad del ína~nesio
En el transcurso de la digestión “in vitro”, la diálisis del magnesio, integrante
de las dietas estudiadas, no se estabilizó hasta la segunda o tercera hora de digestión,
si bien a la primera ya sc había transferido la mayor parte en todas las dietas excepto
en las fabricadas com las muestras con gltícos.a y fructosa, en las cuales el
incremento entre la primera y segunda hora fue más acusado (Tabla 23, figura 15).
Este distinto comportamiento no puede achacarse, en principio, a un retraso
generalizado del proceso digestivo para estas dietas, ya que no se observó en el caso
del calcio, por lo que habría que pensar en un efecto especifico referido al magnesio.
Aún así con la dieta que contenía la muestra CGF l50t~C se produjo la menor
diálisis de magnesio a todas las horas. Paralelamente, la fracción de magnesio
soluble no dializado tendió a disminuir a todas las horas y en todas las dietas lo cual
contribuyó a mejorar la diálisis del elemento, ya comentada, y a la aparición o al
incremento de la porción precipitada.
A la primera hora esta última fracción sólo existía claramente en la dieta con
CGF 150W, y en ella se mantuvo a lo largo del tiempo, pero en la de caseína sin
calentar y, algo también en la dieta con caseína calentada a lSOt>C, en el transcurso
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de la digestión intestinal fue apareciendo tina cierta cantidad de magnesio
precipitado, Cabe destacar que esta precipitación no se produjo en las ¡nuestras que
contenían el aceite al ser calentadas.
Aproximadamente un 30% del magnesio dietético dializó y el resto quedó
fuera preferente o exclusivamente en forma soluble, de lo que se deduce que debió
encontrarse formando parte de complejos no absorbibles.
Llama la atención que esta fracción de Mg soluble que no dializa fue la más
baja en CGF 1500C, y la más alta en CGFA 150W, seguida de CA 150’~C, Ello
puede indicar que la presencia del aceite durante el calentamiento introdujo cambios
que, unidos a la digestión, de algumia forma favorecieron la solubilidad del elemento
y, sobre todo, impidieron 5LI l)recipitación, a la par que ejercieron un efecto positivo
sobre su difusión, poco importante cuantitativamnente.
En los ensayos “in vivo”, el consumo diario de magnesio de las ratas a lo
largo dcl balance no alcanzó diferencias significativas, si bien los valores más bajos
correspondieron a los grupos C 150W y CA 150W (Tabla 34), lo cual hay que
atribuirlo a las pequefias desviaciones de ingesta no significativas, ya comentadas,
y a las levisinias variaciones en las concentraciones de magnesio en las distintas
dietas que fueron coincidentes en el mismo sentido. A pesar de la falta de
significación, este hecho se señala porque parece haber incidido en los cambios que
a continuación se comentan.
Las excreciones fecales y urinarias fueron muy similares en todos los grupos,
de ahí que las variaciones qtme aparecen en el magnesio absorbido o retenido,
levemente inferior en CA l50~’C y C [50W, reflejen fundamentalmente esos
pequeñísimos cambios de la ingesta. No descartamos totalmente la posibilidad de
algún otro factor coadyuvante de escasa importancia que no se manifiesta con
nitidez.
De ahí que esas diferencias prácticamente desaparezcan cuando se refieren
porcentualmente a la ingesla, % AII, y así, la utilización nutritiva global del
La
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magnesio ofreció una eficacia similar en todos los grupos.
La misma similitud entre las ratas se manifestó cii relación a las cantidades
o concentraciones de magnesio en los diferentes órganos. Los contenidos del
elemento en el hígado y el bazo de todos los animales, en valores absolutos y
relativos, ofrecieron tinas cifras completamente homogéneas (Fablas 38, 39, 40 y
41).
De esta estabilidad sustancial en el balance y en la composición corporal del
magnesio cabe deducir que la presencia en las dietas de las muestras de caseína o
los cambios que en ellas introduce el calentamiento no han modificado de forma
apreciable la utilización nutritiva de este elemento.
5.1.3. Influencia del calentamiento de la caseína sola o en uresencia dc
azúcares vio aceite sobre la biodism,on¡biI¡dnd de los elememítos
cobre. hierro y zinc
.
Al realizar los ensayos de digestión ‘iii vitro” en las dietas antedichas,
manteniendo las proporciones señaladas entre dieta y liquido de diálisis, idóneas para
los elementos mayoritarios, se observó que el cobre, hierro y zinc no aparecían en
el dializado. A la vista de ello, teniendo en cuenta sus concentraciones dietéticas y
el citado volumen, para el caso del cobre se vió que existía un problema de
detección, ya que la determinación del elemento se realizaba por espectrofotometría
cíe absorción atómica pero sin cámara de grafito. 1-lierro y zinc se hallaban a tinas
concentraciones dietéticas suficientes o no para permitir su detección, depemidiendo
del porcentaje de diálisis. Por ello y como de acuerdo con la bibliografía se preveían
bajos porcentajes, se decidió realizar nuevos experimentos <le digestión “in vitro” en
los que, manteniendo el volumen de líquido, se incrementaba hasta 50 g la cantidad
de dieta empleada en la digestión.
Con estas nuevas pro¡)orciones el cobre pudo inedirse en el dializado pero,
hierro y zinc seguían sin aparecer y mantenían Fuera dc la membrana el mismo
reparto entre la forma solimble y precipitada que se observó cuando se empleaban
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solo 6 g de muestra.
A la vista de ello quisimos cercioramos de la ausencia de un problema
específico para estos elementos, relacionado o no con la forma en que eran aportados
por el corrector dietético, e incluso esttmdiar la posible influencia de los otros
componentes, distintos de la proteína, sobre sus procesos de difusión, para
separarlos del previsible efecto negativo de la caseína que ya sospechábamos de
acuerdo con la bibliografía (HURRELL y Col., 1989). Así se realizó la digestión
in vitro” del propio corrector, en la misma proporción que lo aportaban esos 6 g
de dieta, y de la dieta sin proteína. Se vid entonces que la diálisis del hierro y zinc
del corrector era posible, y en el caso concreto del zinc, tras la primera hora se
había transferido aproximadamente un 23%, mientras que con la dieta sin proteína,
también atravesaba la membrana semipermeable pero en menor porporción, sólo en
torno al 12% después del mismo tiempo.
Por tanto nuestros resultados se unirían a los de los numerosos autores que
consideran disminuida la biodisponibilidad de los elementos hierro, cobre y zinc emi
asociación a las micelas de caseína (SANDSTRÓM y Col., 1983), lo que ha sido
achacado también a la formación durante el proceso digestivo de grandes
fosfopéptidos que ligarían estos cationes, manteniéndolos solubles, pero que
impedirían stms respectivas absorciones, ejerciendo, por lo tanto, un efecto contrario
al que mantienen en el caso del calcio (NAITO y Col, 1974, 1989; SATO y Col,
1986).
5.1.3.1. Utilización del cobre
Hasta la tercera horade digestión no se produjo la diálisis del cobre. Durante
las dos primeras, todo el elemento apareció en el lado externo de la membrana,
fundamentalmente en forma soluble no dializable, entre el 85-90%, y el resto
precipitado, fracción que levemente tendió a incrementarse durante la segunda hora
(‘Fabla 24, figura 17).
Tras la tercera hora esa tendencia se invirtió marcadamente, apareció ya una
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fracción de cobre dializado, cercana al 10%, que se prodtmjo a costa de la
redisolimejón de la fracción precipitada y, cmi algunos casos, merced también al leve
descenso que experimentó la porción soluble 110 dializada, Todavía en la cuarta hora
se favoreció ligeramente la diálisis, especialuiente en C ST y CA l50~, que fueron
también las dietas en las que más disminuyó el precipitado en ese tiempo, por lo que
se evidenciaba aún más, la relación inversa de ambos mecanismos.
De todo esto cabe deducir que, corno ha sido descrito (SANDSTRÓM y Col.,
1983) y comentábamos antes, la caseína no es una proteína favorecedora de la
utilización digestiva del cobre, ya que algunos de sus productos de digestión,
presumiblemente de gran tamafio, deben unir al elemento, manteniéndolo soluble
pero impiden su diálisis; de hecho, la fracción dc cobre soluble no dializado
prácticamente no varió con importancia cuantitativa en el transcurso de las cuatro
horas de digestión pancreática en ninguna de tas dietas ensayadas, y en las dietas de
la caseína, sola sin calentar o calentada, IRme, junto con el dializado, casi
exclusivamente la forma de cobre presente, dada la escasísima cuantía de!
precipitado. A este respecto la bibliografía señala qtme en el tracto gastrointestinal
pueden formarse complejos de cobre con macromoléculas procedentes de diversos
alimentos que impiden su difusión (HAZBLJL, 1985>.
El incremento en ¡a precipitaciómí del cobre vislo en CA 150t>C, CGP 150W
y CGFA I50~>C hay que considerarlo fruto dc las transformaciones que se
produjeron cuando el calentamiento se practicó en presencia de aceite y más aún de
glucosa y fructosa. A este respecto se describió hace ya tiempo que los productos
derivados de la reacción de Maillard pueden quelar al cobre “in vitro” (PETIT,
1956).
En la digestibilidad “in vivo” del cobre no se apreciaron diferencias
significativas en función de las dietas ensayadas, ni ca la imigesta ni en la excreción
fecal, y por ello, tampoco varió la absorción del elemento o su eficacia (Tabla 35).
Los relativamente bajos valores dc digestibilidad aparente, % Ahí, respecto
a cifras más frecimentes, 40-60% (HAZELL, 1985), deben relacionarse con la edad
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de los animales, ya que en la primera época de la vida, y estos animales estaban
recién (lestetados, las grandes reservas hepáticas de cobre son utilizadas con fines
metabólicos hasta que se agotan durante el crecimiento (WIENER y Col, 1984). De
ahí que, puesto que el cobre es regulado en función de las necesidades y del estado
nutricional, mio fuera preciso forzar los mecanismos absortivos.
En concordancia con lo anterior hay que señalar q~me en esta época las ratas
conservaban en sus hígados niveles de cobre todavía muy superiores a los que, como
veremos, presentaron ratas de más edad. Sin embargo, ni los valores ni las
concentraciones hepáticas y esplénicas de cobre ofrecieron variaciones por las dietas
consumidas (Fablas 38, 39, 40 y ~U.
5.1.3.2. Utilización del Hierro
Los resultados de la digestión “in vitro’ confirmaron el efecto negativo de
la caseína sobre la diálisis del hierro, ya que como comentábamos, el elemento no
dializó en ninguno de los tiempos estudiados, lo que coincide con los datos obtenidos
por distintos atítores utilizando diversos tipos de caseína.
Este efecto lo achacan a la influencia de los productos de la digestión proteica
que unen fuertemente al hierro e impiden su diálisis, Así, cuando la proteína se
hidroliza previamente, se consigue mejorar el proceso de transferencia {KANE y
MILLER, 1984, HURRELL y Col, 1989),
Además, la propia composición de las caseínas puede también tener
importancia ~LIC5el aminoácido que se señala como favorecedor de la absorción
férrica, la cisteina (MARTíNEZ-TORRES y LAYRISSE, 1970), no está presente
en las fracciones a y fi caseína y sólo aparece un resto en la fracción i<, Por último,
tampoco puede descartarse un efecto adicional de otros elementos presentes,
incluidos el calcio y fósforo (MONSEN y COOK, 1976; HALLBERG y Col,,
1992).
1
El hierro, por tanto, quedó en el volumen no dializado, donde
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aproximadamente dos terceras partes aparecieron en forma soluble y el resto
precipitado (Tabla 25, figura 18).
Esta distribución del elemento en favor de mayor soluble y menor
precipitado, que se observó desde el principio en todas las muestras aunque con
diferencias significativas de poca cuantía, se mantuvo en las dietas con C ST, CGF
150W y CGFA 1500C mientras que en las otras la fracción soluble fue
disminuyendo con el paso de la digestión hasta casi igualarse con el precipitado, Las
pendientes de las rectas de regresión obtenidas con las dietas que contenían C 150W
y CA 150W difirieron significativamente del resto de las dietas y a la vez fueron
distintas entre si {p C 0.00]).
Parece pues que, con la digestión, una parte del hierro dietético precipita y
se mantiene así a lo largo del proceso en todas las dietas, pero además, en las que
contenían caseína calentada sola o con aceite, se va produciendo una precipitación
adicional del elemento a medida que avanzan las horas del ensayo “in vitro’.
Al comparar estos datos con los obtenidos en los animales (Tabla 36), se
observa que, aún sin diferencias claras en la ingesta, las ratas de los grupos C
150<’C ya CA 150W tuvieron los menores valores de excreción fecal, lo cual, dado
su cuantía y las cifras de hierro ingerido, no condujo a cambios claros en los valores
de absorción pero si a tina leve mejora de su eficacia.
Aunque este incremento de la digestibilidad aparente puede en parte
relacionarse con la ingesta, debe resaltarse una observación que en principio
parecería contradictoria, pero que, tal vez, incluso pueda contribuir a explicarlo.
Es el hecho del incremento del precipitado que se observó en la diálisis “in
vitro’ de estas dietas. Mientras en los otros casos el hierro soluble no dializable no
se altera por el proceso digestivo, en éstos cambió y fue disminuyendo. Es posible
que “in vivo”, ese hierro, que experimenta algdn cambio, pueda unirse a
transportadores y ser absorbido mediante mecanismos de transporte activo que se
estimulan cuando las necesidades así lo requieren.
j
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Ello favorecería esta vfa de transferencia y, en consecuencia, la eficacia
global del proceso.
Esta posibilidad se señala como mnera hipótesis intuitiva ya que también se
perfiló en el caso del cobre y en el del calcio con alguna <le las dietas, pero por el
momento carecemos de base sólida que lo avale,
El calentamiemito previo de la caseína alimentaria tendió a favorecer la
excreción de hierro en la orina, más aún si se realizaba en presencia de azúcar o
aceite, y de forma aún más acusada cuando coincidían ambos, Esto repercutió sobre
los balances y, aunque no de forma significativa, los animales de CGF 1500C y
CGFA 150W tuvieron los valores más bajos de retención diaria, lo cual se mostró
con mayor nitidez en los porcentajes R/A en los que, por efecto del calentaniiento,
se observó una depresión, especialmente notable, cuando se habfa practicado en
presencia de azúcares y aceites. A este respecto puede decirse que el tratamiento por
calor de las proteínas integrantes de las dietas se asocié con reducciones en la
retención de hierro mediante mecanismos independientes de la reacción de Maillard
(LYKKEN y Col., 1986), y ello podría contribuir a explicar el deterioro en las
dietas con muestras calentadas. Además, en los que el calor se unió a la presencia
de compuestos capaces de desarrollar la citada reacción (HURRELL, 1990), las
premelanoidinas derivadas pudieron haber ejercido también su influencia, ya que
estos compuestos, preferentemente si se administran por vía parenteral, son capaces
de acomplejar al hierro e incrementar su eliminación urinaria.
El ligero incremnento qime experimentó el aprovechamiento digestivo en C
l50~’C y CA 1500C co¡npensó las pequeñas pérdidas a nivel metabólico y de ahí qtme
la utilización nutritiva global del hierro en estas dietas fuera de igual magnitud que
en la dieta patrón.
Por el contrario, en las que contenían muestras calentadas con azúcares se
unieron las tendencias digestivas y metabólicas y ello hizo que descendiera la
eficacia de utilización global del elemento, % VI, especial y significativamente en
la dieta que contenfa la mezcla de caseína, glucosa, fructosa y aceite.
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No obstante, esos cambios en la utilización digestiva y metabólica no tuvieron
una repercusión clara en los almacenes férricos, y su Contenido hepático o su
concentración en dicho órgano no mostró variaciones Significativas entre grupos. Por
el contrario, el hierro del bazo presentó peqtmeñas variaciones de signo diverso entre
las ratas sometidas a los diversos regímenes alimneníarios.
5.1.3.3. Utilización del zinc
Al igual que ocurría con el hierro, en la digestmón “in vitro” de estas dietas
el zinc no dializó y aunque este hecho no haya sido <¡escrito en la bibliografía de una
forma tan específica como para el hierro, existen datos que inducen a su deducción.
Así la más baja disponibilidad del zinc en la leche dc vaca, 15%, frente al 28% de
la leche humana (SANDTROM y Col., 1983), se ha atribtmíclo al mayar contenido
de caseína en la primera, a la presencia <le aminoácidos fosiorilados y de fosfato
cálcico coloidal que interfieren la absorción del elemento {SANDSTROM y Col,,
1983), a lo que podría añadirse, corno otro factor negativo, el pobre contenido en
cisteina de la caseína (LÓNNERDAL, 1985).
El zinc apareció en el lado externo de la membrana en una porción
precipitada de mayor cuantía que en los otros elementos traza (Tabla 26, figura 20),
mostrando una distribución más parecida a la que adoptaba el calcio, con cuya
precipitación pudo estar relacionada por su asociación al fosfato cálcico coloidal y
porque en la leche se ha observado coprecipitacidmi <le zinc cori calcio y fósforo por
efecto del calentamiento y subida del pH por encima (le 6,7 (SINGH y Col., 1989).
Las porporciones de zinc soluble y precipitado que se prodimclan con las
distintas dietas mostraron ya diferencias desde el principio de la digestión. La mayor
cantidad soluble y menor precipitada apareció con la caseína sin calentar y esta
distribución no varié a lo largo de la digestión, ¡o cual veíamos también en el caso
del hierro. De forma parecida, pero con algimnas variaciones, se mostró la
distribución del elemento en las diegas que contentan las muestras CGP 1500C, y
COPA 1500C. En ellos, partiendo de valores inferiores de zinc soluble y, en
consecuencia, mayores de precipitado, los cambios a lo largo del tiempo tuvieron
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poca importancia. Por el contrario, en las dos restantes, al igual que había ocurrido
con el hierro, el zinc soluble disminuyó acrecemitando la forma precipitada que a la
cuarta hora de digestión presentaba los valores mnás altos. Las pendientes de C
150<’C y CA 1500C fueron las más negativas de todas y difirieron significativamente
de las de C ST y COFA 150W.
Aum¡ sin diferencias significativas, los añimales que tornaron la dieta control
mamittívieron los mayores valores de zinc ingerido, respecto a los restantes grupos
cuyas cifras fueron bastante similares. Esto no se tradujo en un incremento de su
excreción fecal que sólo se elevó claramente en los grupos mnantenidos a base de
caseína calentada con los azúcares (Tabla 37), y más significativamente en los que
tomaron la ¡nuestra cuyo calentamiento se había realizado en presencia de aceite;
precisamente en la diálisis de esa dieta, la fracción de zinc precipitado fue
comparativamente superior. En este caso las cifras de zinc en heces igualaron e
incluso superaron al ingerido, lo que se tradujo en una absorción nula o negativa,
que hace pensar en que parte del zinc eliminado sea de procedencia endógena.
Se patentiza en el caso del zinc algo que con otros elementos, concretamente,
con el calcio, no advertíamos de forma significativa. Los productos avanzados de la
reacción de Maillard, las melanoidinas, no son de fácil digestión para la rata
(FINOT y MAGNENAT, 1981; NAIR y Col,, 1981), ni tampoco para el hombre
(STEGINK y Col., 1981) y estos compuestos ennegrecidos pueden quelar al zinc,
arrastrarlo con ellos en las heces e impedir su absorción (LYKKEN y Col, 1986).
Esta posiblidad de secuestrar al eleniento no se circunscribe al de origen dietético
ya qime en el lumen no se distingue entre el de procedencia alimentaria o endógena,
así que este último, al volver a la luz intestinal, podría ser fijado de igual manera,
lo que impediría su retmtilización. Además, la coincidencia de ambas sustancias
dtmrante el proceso digestivo es posible porque en ese tiempo aumenta la
concentración intraluminal de zinc debido al que se secreta endógenamente
(MATSESHE y Col, 1980); piénsese, por ejemplo, que la bilis es una vía de
excreciómi preferemicial del elemnento. Por otra parte, el desarrollo de la reacción de
Maillard acarrea un dafio a la proteína disminuyendo la disponibilidad de sus
aminoácidos con merma en stm digestibilidad. En nuestro caso se observó que el
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coeficiente de digestibilidad de la proteína disminuyó en las dietas que contenfan las
mezclas de caseína calentada con azúcares, más aúmi si se hizo en presencia de aceite
(Datos no incluidos en la memoria).
De todo ello cabe deducir que las rnelanoichinas, originadas durante el
proceso, que no valorarnos directamente, pero cuyo color marrón oscuro
comprobamos (foto 1), podrían responsabilizarse del deterioro que se produjo en la
absorción del zinc.
La eliminación urinaria de zinc tendió a incrememitarse en todos los grupos
que ingirieron las muestras calentadas, aunque, dadas las variaciones entre animales,
las diferencias sólo alcanzaron significación estadística cuando fueron más acusadas,
es decir, en los grupos de la glucosa y fructosa, sobre todo en CGFA 150%. Se
adquiere una conciencia más clara de este aumento tras una mirada a las cifras de
absorción. Ante ellas, se aprecia corno todos estos animales eliminaron vía urinaria
cantidades de zinc iguales o superiores a las del grupo control, ctmya absorción
ofreció valores bastante stmperiores. De ahí que el porcentaje RIA que refleja
matemáticamente esta relación, ya aparezca con diferencias más acusadas entre los
grupos.
De cuanto antecede, se deduce que el calentamiento de la caseína, si se
realiza en presencia de aceite, aún más con azúcares y, sobre todo, en xmnión de
ambos, produce una serie de cambios que inciden negativamente en la tmtilización del
zinc a nivel metabólico.
Sin descartar la posible influencia dc productos derivados de ¡a
desnaturalización y digestión de la proteína, cuyas secuelas se describen para
diversos elementos, qtme han podido actuar en los animales que comisumieron todas
las dietas de caseína calentada, hemos de referirnos dc nuevo a las consecuencias de
la reacción de Maillard.
En tal sentido se sabe que Las prernelanodinas, formadas en las etapas
iniciales de la citada reacción, pueden quelar al z¡nc en el lumen o después de su
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absorción y ser eliminadas en la orina (FURNISS y Col., 1989) o bien ejercer un
efecto directo sobre los procesos reabsortivos del riñón (STEOINGK y Col., 1977;
FIJRNISS y Col., 1989). Seguramente la controversia sobre el muecanismo de acción
radica en que mientras el electo de las preinelanoidinas administradas vía parenteral
no ofrece dudas y tras stm administración se ha comprobado el incremento de la
eliminación urinaria de zinc y otros cationes unidos a moléculas de elevado peso
molecular, algunos autores dudan de su efectividad a nivel digestivo ante la
controversia de su completa absorción (STBGINK y Col., 1977; JOHNSON y Col.,
1983). No obstante ya existen datos que confirman el aumento de la excreción
urinaria de diversos minerales tras el consumo de alimentos qume han sufrido
pardeamiento (LIKKEN y Col.> 1986). Nuestros resultados se unirían aestos últimos
y apoyarían las tesis de que las premelanoidirias pueden absorberse y que a nivel
metabólico favorecen la eliminación de diversos cationes preferentemente del zinc.
Por tanto, la influencia de las melanoidinas a nivel digestivo y de las
premelanoidinas en el metabólico contribuirían a explicar los balances de zinc
negativos que presentaron las ratas de los grupos CGF 150W y COFA 1500C
(Figura 24) y por ello la prácticamente nula biodisponibilidad del elemento en esas
dietas.
No descartamos la posibilidad de actuiación de compuestos parecidos, que
también deprimieron la eficacia de tmtilizarción del zinc a nivel melabólico, en el
grupo que ingirió la caseína calentada sólo con aceite,
Es bien conocida la posibilidad del desarrollo de una reacción tipo Maillard
en la que el grupo carbonilo procede de lípidos oxidados (MAURON, 1977),
fenómeno que sin duda favorece el calentamiento, aunque lógicamente los produictos
formados serán diferentes y por ello la intensidad de sus consecuencias,
A pesar de las elevadas pérdidas urinarias de zinc a causa de las
premnelanoidinas, diversos autores (FURNISS y Col., 1989; HURRELL, 1990)
coinciden al señalar que no conllevan cambios tisimíares. Nosotros tampoco
observamos alteraciones en la cantidad de zinc en hígado o piel, pero en el bazo se
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produjo umí descenso significativo en las concentraciones del elemento en las ratas
de los grupos CGF 1500C y COFA 150W (Tablas 38, 39, 40, 41 y 42).
El calentamiento previo de la caseína, sola o en presencia de glucosa y
fructosa y/o aceite a 150W, no modificó la diálisis del magnesio de las dietas en las
que fueron incluidas. Tampoco la del calcio sufrió cambios sustanciales pero
disminuyó la proporción de la forma iónica que dializaba en CA 150 0C y COF
150 0C.
Con ninguna de las dietas se observó diálisis de hierro y zinc y la del cobre
sólo se produjo a partir de la tercera hora de digestión.
Todo esto, unido a los resultados de los balances, nos permite decir que los
posibles cambios introducidos en la caseína o en sus mezclas, consecuentes al
proceso térmnico y referido a la biodisponibilidad de los minerales mayoritarios, no
modifican la relación que guardan con la utilización del magnesio, la cual no se
modifica cuando dichas muestras se utilizan corno fuente proteica, y en su caso,
parcialmente grasa y/o de hidratos de carbono.
Tampoco la biodisponibilidad del calcio sufre variaciones apreciables por el
empleo de caseína calentada sola o con aceite, pero cuando el calentamiento se
realiza en presencia de azúcares, se observa tina tendencia hacia el menor
aprovechamiento metabólico, en el qime podrían estar implicadas las preunelanoidinas.
El diferente comportamiento de amitos cationes, calcio y magnesio, más
reactivo el del primero, se justifica por sus características Fisico-quimicas y por las
de los compuestos con los que suponemos interaccionan. Las melanoidinas y
premelanoidinas se describen como agentes quelantes capaces de acomplejar metales.
En este sentido se sabe que el calcio, frente al magnesio, tiene mayor facilidad para
formar uniones múltiples o quelatos con las moléculas que poseen grupos donadores
(LEVINE y WILL[AMS, 1982). Además los complejos del calcio con los aniones
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multidentados, frente a los del magnesio, presentami una estabilidad superior dada la
mayor entropía que genera su enlace (MOELLER y HORWITHZ, l%0).
Sobre la utilización nutritiva de los elementos traza en esas dietas se ejercen
también algunas modificaciones, auinque la biodisponibilidad del cobre no sufre
alteraciones apreciables. No obstante el efecto poco perceptible que observábamos
sobre la utilización del calcio se agudiza con el hierro y, sobre todo, con el zinc, en
el que al unirse también la influencia negativa de las melanoidinas a nivel digestivo,
conllevan a la pérdida total de biodisponibilidad del zinc dietético.
La similitud y las diferencias entre calcio y zinc que observamos resultan
ampliamente conocidas en biología y conducen a actividades paralelas pero muchas
veces distintas. Ambos iones son de extrema importancia en el mantenimiento de
enlaces cruzados, pero se usan de formna diferente: el calcio se une preferentemente
a los ligandos donadores de oxigeno, mientras que el zinc lo hace a los donadores
de azufre o nitrógeno (WILLIAMS, 1989), quizá estas afinidades, unidas a la
sensibilidad de aminoácidos específicos, por ejemplo los azufrados, a los procesos
térmicos, podría dar cuenta del comportamiento parecido de ambos cationes, pero
mucho más intenso en el caso del zinc,
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5.2. REPERCUSIONES DEL CONSUMO DE SARDINAS
FUNDAMENTALMENTE COMO FUENTE PROTEICA DE LA
DIETA. SOBRE LA BIODISPONIBILIDAD DE MINERALES
.
5.2.1. Efectos sobre cl calcio
La diálisis del calcio en las dietas que contenían las sardinas crudas y fritas
o sus proteínas fue similar a la de la dieta elaborada con caseína, especialmente a
la primera hora en la que no se apreciaron diferencias entre grupos. Dializó también
una fracción cercana al 25%, qtmedó fuiera en fornia soluble aproximadamente un
35% y el resto precipitó (Tabla 27, figura 13).
Conviene destacar, no obstante, que mientras con la caseína casi todo el
calcio que difunde está en forma iónica, con las dietas de sardinas aproximadamente
la mitad era Ca~~ (Tabla 28, figura 14), y la otra mitad soluble pero no ionizado,
es decir, debía hallarse unido a moléculas también absorbidas, lo que hace pensar
en diferentes productos de digestión ligados a la naturaleza de la proteína que no han
debido ser mnodificados por la fritura, ya que entre las distintas muestras de sardina
no se apreciaron diferencias.
En la fmgura ¡3 se aprecia la tendencia al incremento del calcio dializado a
la segumnda hora para luego descender en todas las dietas.
Sin grandes diferencias entre ellas, se observa también como la difusión <leí
elemento en la dieta de proteína Irita estuvo siempre por encima de las demás,
seguida de la que se produjo con la sardina frita. Por el contrario, la de caseína
evolucioné siempre por debajo, lo cual puede hacer pensar en un efecto favorecedor
de la fritura qume encajarla con la idea deque, en jnu:chos casos, el cocinado favorece
la digestibilidad de los alimentos (DEL VALLE y Col., 1983).
Mientras que con la caseína la fracción soluble no dializada permaneció
estable a la digestión, con las sardinas experimentó un ligero descenso que propicié
las pequeñas diferencias entre grupos y contribuiyé, junto con cl descenso del
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dializado, a incrementar la precipitación del calcio.
De estos resultados podrfa deducirse que el paso del tiempo de la digestión
intestinal en las dietas con sardina está favoreciendo la presencia de sustancias
precipitantes del calcio o las condiciones que la favorecen; sin embargo, su completa
extrapolación al organismo vivo no sería exacta ya que en éste el calcio absorbido
no podría, tan fácilmente, volver de inmediato al lumen.
Las ratas alimentadas con las dietas de sardina cruda o hita, o sus proteínas,
respecto al control de caseína-DL mnetionina, mantuvieromi el consumo alimnentario
y a lo largo de las cuatro semanas del ensayo no apareció ninguna diferencia clara
en la ingesta (Tabla 44), si bien, la de los animales del grupo control, a partir de la
tercera semnana, presentó valores ligeramente más bajos. Igualmente, la evaluación
ponderal fue muy uniforme (Tabla 43, figura 23) y de ahí que los pesos finales
alcanzados mostraran valores homogéneos, Consecuentemente, el Coeficiente de
Eficacia Proteica para el Crecimiento (PER) de todos los grupos y en todas las
semnanas (Tabla 44), así como los coeficientes de eficacia alimentaria (Tabla 45),
tampoco variaron, lo cual, una vez más, pone de manifiesto que la proteína de
sardina es tan eficazmente utilizada como la del patrón caseína-DL inetionina para
permitir el crecimiento de la rata,
Aun sin alcanzar variaciones significativas, el consumo de calcio de los
grupos qume ingerían las sardinas tuvo cifras levemente muás altas que el del control
(Tabla 46), y ello, sin descartar otras posibles influemicias directas, condicionó los
mayores contenidos de calcio en heces, significativas en Los grupos de mayor
ingesta, lo que, como consecuencia de los mecanismos de regulación del elemento
a este nivel, propicia esas eliminaciones para que al organismo penetre sólo la
cantidad necesaria. De ahí que, a pesar de las diferencias en el calcio fecal, sui
absorción diaria fuera similar en todos los grupos.
Las desviaciones qume aparecieron en la orina, aunquie significativas en
algunos casos, resultaron poco importantes y en ningtin caso ofrecieron variaciones
claras respecto al grupo control. Quizá muerezca destacarse la mayor excreción
ir
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urinaria de calcio en el grupo que consumió la sardina cruda respecto a los de su
proteína; dado que la diferencia entre ellas es la grasa de sardina q~me tiene esta
dieta, ambas circunstancias podrían relacionarse.
De hecho, aunque a nivel muetabólico se sabe poco de la influencia del tipo
de grasa dietética sobre la utilización del calcio, mucho menos si se refiere a grasa
de pescado, si se conoce la modulación de la cantidad-calidad de grasa sobre su
absorción (KIES, 1985; NAVARRO y Col., 1985) con tmn efecto positivo de los
poliinsaturados esenciales, de ahí que tina influemícia calciurética indirecta, a través
de la absorción, o incluso directa, podría contemplarse.
No obstante, estas modificaciones en ningdn caso afectaron el balance que
siempre se mantuvo estable, por lo que su imnportancia debió ser mnenor.
De fornía global puede decirse que el constmmo de sardinas o de sus
proteínas, al igtmal que ya había sido demnostrado para la proteína de otros pescados
(GARCÍA-ARIAS, 1989), permite de formna idónea mantener el balamice cálcico y
no modifica sustancialmente la biodisponibilidad del elemento. Los cambios en la
eficacia digestiva, metabólica o nutritiva global, fueron pequeños y relacionados
muchas veces con la ingesta.
En concordancia con cuanto antecede, la calcemia mio varió (‘Fabla 57), pero
con sorpresa se observó una disminución en su contenido en la piel (Tabla 55),
significativa en los grupos con proteína de sardina, que resulta totalmente
inexplicable, y que está sujeta a ulteriores comprobaciones.
5.2.2. Efectos sobre cl magnesio
En el transcurso de la digestión “in vitre”, las distribuciones dcl magnesio
entre porción dializada y no dializada, y dentro de ésta, la fracción soluble y
precipitada, fueron similares en las dietas cuya proteína era caseína o sardina cruda
o frita (Tabla 29, figtmra 16). Ni en la primera ni en la etmarta hora se apreciaron
diferencias, y sólo en tiemnpos intermedios se observó una cierla subida del magnesio
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dializado en las dietas que contenían la sardina cruda o su proteína, para terminar
igualándose.
Aproximadamente un 30% del magnesio dietético difundió, quedó soluble en
torno al 65% y el resto precipité. Con el tiempo, la fracción soluble no dializada fue
disminuyendo en todos los grupos para contribuir al ligero incremento de su difusión
y a la también pequeña elevación del precipitado.
En este caso constatamos una estrecha concordancia entre los resultados de
la digestión “in vitro” e “in vivo”; la gran similitud, antes descrita, se sigue
conservando en la utilización digestiva que los animales hacen de] magnesio en las
diferentes dietas (Tabla 47). Así, las ingestas y las excreciones fecales fueron muy
similares en todas las ratas y, por ello, también muy próximas las absorciones y los
coeficientes que cuantifican su eficacia,
Por otra parte, tamupoco varié la excreción urinaria de magnesio y así los
balamices permanecieron estables.
En conjunto pLiede indicarse qime el magnesio fue igualmente bien utilizado
en las dietas de caseína o de sardina, que la pequeña cantidad de grasa que aportaba
la sardina no ejerció ningún efecto adicional, que la fritura no modificó ese
aprovechamiento, y que, por tanto, el magnesio tiene la misma biodis~onibílidad en
dietas cuya proteína es caseína-DL metionina o sardina frita,
4
5.2.3. Efectos sobre el cobre
No se pueden presentar resultados de digestión “in vitro” para el cobre
porque con 6 g de numestra el elemento no se hallaba en concentraciones idóneas para
ser correctamente detectado, como ya vimos, y se carecía de la cantidad de dieta de
sardina suficiente para repetir esas pruebas.
En los experimentos “in viv&’ (Tabla 48) hablaremos de balances aunque sólo
hemos contabilizado la excreción fecal ya que como la orina es una ruta muy
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minoritaria en la excreción del elemento, de una forma mnuy próxima a la realidad,
la absorción puede equipararse con la retención. Además, en las orinas de todos los
grupos de animales se intentó determinar el cobre por si algún tratamiento hubiera
incremnentado su eliminación urinaria, pero en ningmin caso se alcanzó el límnite de
detección, lo cual confirmó la poco importancia de esta vía también en estos
ensayos, como era lógico suponer.
Lo primnero que llama poderosamente la atención es la digestibilidad aparente
que tiene el cobre en la dieta patrón de caseína, muy por encima de la que se ofrece
en la Tabla 35, Este hecho, que parece irregular, hay que relacionarlo con la edad
de los animales y con los condicionantes fisiológicos del estadio. En los ensayos que
se recogen en la Tabla 35, las ratas comenzaron el experimento al destete y, tras
cuatro días de adaptación, se hizo el balance, En este segundo caso el periodo
experimental se inicié también con ratas al destete, pero los balances no se
realizaron hasta el comienzo de la cuarta semana.
Se sabe que el cuerpo de los recién nacidos y de los animales muy jóvenes
es más rico en cobre que el de los adultos y que al nacimiento, el hígado cuenta con
unas reservas específicas del mineral que suelen mantenerse durante la lactancia pero
que van descendiendo continuamente en la época de crecimiento hasta alcanzar los
niveles adultos (DAVIS y MERTZ, 1987). De ahí que nuestros animales más
jóvenes absorbieran menos cobre, porque estaban utilizando sus propias reservas
hepáticas (13,2 ~gIg), mientras que los segundos, que finalizaban la época de
máximo crecimiento de la rata y tenían sus depósitos hepáticos depauperados (4,2
pg/g) necesitaron absorber mnayor cantidad del elemento para restaurarlo y, por ello,
utilizaron la misma dieta con mayor eficacia.
En la Tabla 48 se observa que con unas ingestas muy próximas, Las ratas
alimentadas con las dietas de sardina, especialmente las de proteína sola, excretaron
mucho más cobre que las que comieron las de caseína, De estos datos, sin embargo,
no puede deducirse que la sardina o su proteína deprima la biodisponibilidad de este
mineral ya que, siguiendo con el razonamiento anterior, puede verse que las ratas
que desde el destete ingirieron la dieta de sardina tenían unos niveles séricos (Tabla
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57) y tinas reservas hepáticas de cobre significativamente superiores (Tablas 51 y
52). Ello sugiere por una parte, que esta dieta ha evitado en cierla medida el
agotamiento o ha propiciado una mnás rápida recuperación y, por otra, que al
encontrarse los animales en una mejor situación nutritiva, regulan la utilización del
elemento y, en función de las necesidades, la derivan hacia tina menor eñeacia. En
apoyo de esta hipótesis puede verse que el porcentaje de absorción del cobre en las
dietas con sardina fue igual o superioral que presentaron los animales mas pequeños
que ingerían la dieta patrón y que tenían unas reservas hepáticas incluso levemente
stmperiores.
Al comparar entre sí la utilización digestiva del elemento en las dietas
elaboradas con las diferentes muestras de sardina, parece apreciarse un leve efecto
negativo de la fritura que merma ligeramente la disponibilidad del cobre en las
raciones que contienen la sardina o su proteína fritas, que se observó con ii~ayor
intensidad en el zinc, y que podría relacionarse con los cambios que el proceso
introduce en la proteína. De hecho, la absorción de este elemento es muy
dependiente de la presencia de aminoácidos y pequeños péptidos que actúan como
ligandos (HAZELL, 1985) y la fritura, aunque suavemente, puede haberlos
modificado.
5.2.4. Efectos sobre el hierro
En los experimentos de digestión “in vitro” tampoco, en este caso, se detecté
hierro en el dializado ni con la dieta de caseína, como ya se comenté, ni con las de
sardina. En realidad, aunque no hemos encontrado datos en la bibliografía referentes
a la diálisis del elemento en comidas a base de pescado, este hecho tampoco debe
extrañarnos si pensamos que el mayor porcentaje de diálisis descrito para el hierro
en distintas comidas a pl-] Y se sitúa en torno al 5% y, concretamente, para el
SO4Fe, sal constituyente del corrector empleado, las cifras se aproximan al 2%
(FORBES y Col., 1989). Según estos valores, calculando el hierro procedente del
corrector y de la propia sardina, teniendo en cuenta la cantidad de dieta empleada
en la digestión in vitro, así como considerando que la cantidad dializada estuviera





espectrofotometría cíe absorción atómica de llama, que fue el método empleado.
Ya que cmi este caso carecíamos de dieta para repetir los ensayos con muás
cantidad de mnuestra, no podemos asegurar de ¡nodo tajante que nada de hierro
dializara, pero puede decirse que silo hizo fue en una proporción muy baja que no
pudo detectarse.
Además tampoco puede olvidarse que durante el proceso digestivo el hierro
se une fácilmente a ligandos los cuales, según su naturaleza, favorecen o deprimen
su absorción, proceso realizado fundamentalmente a través de las células; por ello,
cuando este transporte vía celular no puede darse, es más difícil observar sim
transferencia. Esto, a la vez, ayudada a explicamos los mayores valores de
transferencia al interior del organismo observados “in vivo”
A la primera hora de digestión, en el volumen no dializado, se encontró en
formna soluble aproximadamente un 55% del hierro en las dietas con sardina y el
resto precipitado (Tabla 30, figura 19). Como puede verse, especial mente en las qime
contienen la sardina entera, la fracción soluble fue con estas dietas inferior a la que
aparece con la de caseína, lo cual puede achacarse a la distinta naturaleza del propio
hierro, aportado totalmente por el corrector en forma de sulfato ferroso en la dieta
patrón y en las de sardina repartida entre 65% del corrector y 35% procedente del
pescado; a la inflímencia del tipo de proteína, láctica o de pescado y stms posibilidades
de ligar al elemnento; e inclimso, a la presencia de la grasa del pescado en las de
sardina entera, la cual seguramente se responsabilizaría tamnbien de la ligera
diferencia que apareció entre las muestras con sardina entera o sus proteínas que,
aunque desaparecieron a la segunda hora, conservaron siempre distinto
comportamiento que la caseimia.
Globalmente los resultados hacen pensar que la presencia de sardinas en la
dieta propician imnas condiciones para la digestión del hierro y posiblemente
aportaron unos ligandos específicos que lo mantienen en solución o inducen su
precipitación, que no parecen ser modificados por el proceso de fritura, lo cual
compagimia con la idea de que la fritura, en contra de una antigUa opinión poco
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fundada, no es un proceso culinario especialmente lesivo (VARELA, 1977). Con
esto no queremos decir que no haya podido producirse ningún cambio, sino que los
habidos mio han afectado de modo adverso al aprovechamiento del hierro, sirio más
bien al contrario.
Sin diferencias en la ingesta férrica, la excreción fecal fue menor con las
dietas de sardina, significativamente en la de sardina entera o su proteína frita
comparadas con la dieta patrón (Tabla 49). Ello se tradujo en un incremento de la
absorción diaria que podría relacionarse con la forma del elemento, distinta como
se ha dicho en ambos casos, y con un contenido de hierro orgánico en las dietas de
sardina, inexistente en la de caseína, que es mejor utilizado por el hombre, pero que
no resulta tan importante en la rata porque ella aprovecha el hierro inorgánico con
una eficacia igual o superior al hémico (UNDERWOOD, 1977), si bien en el
pescado, en opinión de MARTINEZ-TORRES y Col, (1975), sólo un 2% del Hierro
es hémico mientras que la mayor proporción, 85%, se asocia a la ferritina.
Además, la nattmraleza del alimnento, concretamente la de su proteína, parece
jugar también un papel destacado, A ella parcialmnente se atribuye el efecto
favorecedor sobre la utilización del hierro de los alimentos de origen animal respecto
a los vegetales (LAYRISSE y Col., 1971) y más concretamente, al llamado “factor
carne”, comnún a la vaca, cordero, cerdo, poílo, hígado o pescado, que hace a estos
alimuentos más estimulantes de la utilización digestiva del hierro que otros también
de origen animal como la leche o los huevos (BJORN-RASMUSSEN y
HALLBERG, 1979).
De ahí que, por alguno de estos [actoreso por la sumna de ellos, sea fácil
entender la tendencia hacia mejor digestibilidad aparente del hierro en las dietas de
sardina, de forma especial en la de sardina entera.
Precisamente por esto último nuestros resultados sugieren también la
posibilidad de tmna influencia positiva de la grasa cruda que se merma comí la fritura.
De hecho, la interacción naturaleza de la grasa-digestibilidad del hierro es una
observación perfectamente contrastada (LUKASKI y Col., 1982; VAN DOKKUM,
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1983) aunque nunca referida a la grasa del pescado,
No obstante, un análisis rápido de los resultados del balance de hierro
parecería, en principio, contradecir esta hipótesis, ya que la proteína de sardina frita
tamnbién mejoró la absorción del mineral. Pero, tras el estudio del balance de zinc,
llegamos a la conclusión de que en este caso la mejor absorción del hierro puede ser
fruto de un mecanismo indirecto, vía la depresión de la absorción del primero, que
comentaremos a continuación, ocasionado por la competencia existente entre los
mecanismíios de absorción de ambos cationes (FERRANDO, 1987).
Ademrmás, el efecto favorecedor de las sardinas sobre la utilización del hierro
no parece circunscribirse exclusivamnente al terreno digestivo. Los mayores valores
de absorción mio se acompañaron de mayores excreciones urinarias, eliminación que
no varié respecto a la de las ratas alimentadas con la dieta de caseína, cuya
absorción habla sido inferior; y por ello se ocasionaron las variaciones en el balance
férrico, más positivos en los grupos de mayores absorciones, y se observaron unos
aprovechamientos metabólicos superiores (% R/A) en todas las ratas que tenían en
su dieta la sardina.
Ambas tendencias sumadas propiciaron una mejor biodisponibilidad del hierro
en las dietas a base de sardinas, que se atenué en la que contenía la sardina frita
entera, que indica un efecto positivo, individual o compartido, de la forma del
elemento, la proteína y/o la grasa.
En el hierro sérico (Tabla 57) no se observaron modificaciones en función
de la dieta consumida, pero sobre los contenidos tisulares se manifestó un suave
incremento del hierro en el bazo de las ratas que comieron la sardina (fablas 53 y
54) que sólo alcanzó significación estadística con la sardina o su proteína cruda. Por
el contrario, en la piel se apreció un descenso de la concentración férrica (Tabla 55)
que se hizo significativo sólo en el caso de las proteínas de sardina. Esta tónica se
produjo igualmente para el calcio y el cobre con las mismas dietas.
En el hígado, como en la piel, los contenidos y concentraciones de hierro
235
fueron inferiores en las dietas con sardina <Tablas 51 y 52).
Estas concentraciones tisulares, unidas a la mnejor biodisponibilidad del hierro
en las dietas con sardina, sugieremi que este alimento parece favorecer el dinamismo
corporal del hierro, es decir, el componemite esencial en detrimento del hierro
almacenado, lo cual corrobora el conocido poder hernatopoyético que desde antiguo
se le atribuye al pescado.
5.2.5. Efectos sobre el zinc
.
Con la cantidad de dieta emnpleada para la digestión “in vitro” tampoco se
detecté zinc en el dializado por lo que, si algo del mismo atravesé la membrana,
debió hacerlo en muy escasa proporción, Esto es muy posible si consideramos que
los datos hallados en la bibliografía cifran los porcemitajes de diálisis en torno al 2-
5% y que, como veremos en los animales, que además cuentan con mecanismos de
transporte activo, se obtuvieron unos porcentajes de absorción muy bajos.
En el volumen que no dializó la distribución entre forma soluble y precipitada
varié con respecto a la dieta de caseína (Fabla 31, figura 21), existiendo menos
proporción de soluble en las dietas con sardinas y aún menos cmi las preparadas con
sus proteínas. Estas diferencias podrían relacionarse con la distinta naturaleza de las
proteínas y sus posibilidades de formar o no ligandos (KIRCHGESSNER y Col,,
1977) y contribuir, en el caso de la sardina, a una mayor precipitación del elemento,
unido a sustancias que lo precipitan o en forma de hidróxido, ya que el zinc en
solución acuosa al elevarse el pH, si no es acomplejado por péptidos, proteínas u
otros quelatos presentes en el medio, forma hidróxido y precipita (O’DBLL y
CAMPDELL, 1970).
A la segunda hora de digestión, la fracción soluble descendió en todos estos
casos, (Figura 21), pero conservé las diferencias. A partir de este tiempo varié de
forma anárquica en las cuatro dietas de sardinas, mnientras que en la de caseína como
ya vimos, permaneció estable.
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Los resultados de los balances (Fabla, 50) numestran que Los animales
alimentados con la dieta control tuvieron un aprovechamiento del zinc mucho más
bajo que el obtenido en los ensayos qtme recoge la Tabla 37. Concretamuemite, la mitad
de los animales empleados entraron en balance negativo y esos fueron todos ratas
hembras. La dieta era la misma que la empleada en el ensayo anterior, por ello, el
diferente comnportarniento debe achacarse a la edad de los animales que, comno ya
hemos comentado, tenían aproximnadamente 20 días mnás, y pesaban en torno a los
115 g frente a los 50 g de los del otro experimento.
Aunque la dieta, de acuerdo con el NRC, es idónea para ambas edades, las
ratas mayores, preferentemente las hembras, utilizaron el zinc con menor eficacia
que las másjóvenes y que los machos de la misma edad. Por ello, la diferencia debe
juzgarse como una interacción dieta-edad-situación fisiológica, que no se manifiesta
en las dietas con sardina.
Entre los grupos alimentados con la dieta de caseína o con las de sardina no
existieron variaciones significativas en el consumo alimentario. Aun así, el grupo
controL ofreció los valores más bajos de ingesta (Tabla 50).
Las diferencias que aparecieron en el zinc fecal fueron parcialmente
dependientes de los valores de ingesta, pero, al menos, en el grupo que comió la
proteína de sardina frita, debió existir una influencia adicional qime incrementé la
excreción fecal del zinc hasta valores incluso superiores a la ingesta en el 62% de
los animales, comprometiendo, por tanto, al de procedencia endógena. Esta
influencia se debió posiblemente a las modificaciones producidas cmi la proteína
durante la fritura que, aunque no muodilmean su valor biológico (MORERAS-
VARELA y Col., ¡988, 1990), podrían alterar sus productos de digestión y ello
condicionar la presencia de ligandos específicos dcl zinc y las condiciones de
solubilidad y absorción del elemnento,
Ese aumento fecal condiciomió la absorción, y así los animales que tuvieron
en su dieta la proteína de sardina mostrarom, como el grupo control, absorciones
nulas o negativas, la mnás acusada la de la proteína de sardina frita, aunque dada la
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dispersión entre animnales, sin diferencias significativas.
También la eliminación urinaria de zinc en este grupo tendió a ser superior
a la de las otros alimentados con las distintas sardinas, y ello deprimió aún más el
balance.
Como resumen, del estudio comparativo de la utilización do zinc (Figura 25),
podría deducirse que, frente a la caseína, la sardina entera como fuente proteica y
parcialmente grasa de la dieta y quizá como influencia conjunta de ambos nutrientes,
parece mejorar levemente la utilización del zinc, aunque este efecto positivo se
deprime por la fritura. Ambos hechos, benéfico del pescado y negativo de su
calentamiento, los describimos con el alda blanco crudo, cocido o enlatado
(GARCIA-ARIAS, 1989).
Esto se sugiere porque en alguna medida puede ser relevante dados los
valores encontrados, aunque a nivel de los porcentajes <le eficacia no se apreciaron
diferencias significativas claras, seguramente por el tratamiento estadístico empleado,
por el variado comportamiento entre los animales y sobre todo, porqtme en los casos
de valores de absorción o retención negativas los porcentajes que cuantificaban su
eficacia se incluían corno cero y esto, obviamente, aminoraba sim influencia sobre la
media y minimizaba el efecto que en realidad fue más acusado. Por otra parte, ni
las concentraciones séricas ni el zinc en hematíes o en bazo (Tablas 53, 54, 56 y 57)
variaron en función de la dieta consumida, pero el elemento almacenado cmi cl hígado
(Tablas 51 y 52) se acrecentó en un cierto grado bajo los regímenes dietéticos que
incluían las sardinas. Además, en el zinc de la piel (Tabla 55) puede observarse
como los mayores valores, paradójicamente, correspondieron a los grupos con
mayores eliminaciones, de forma sigmiifmcativa en los que tuvieron en su dieta la
proteína de sardina frita. Este hecho, aparentemnente contradictorio, ha sido
observado también en situaciones de mala utilización del elemento <]>BKAREK y
Col., 1979) y nosotros pudimos constatarlo en jóvenes que padecían anorexia y
tenían incrementada la eliminación de zinc (VARELA y Col., 1992).
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Como resumen puede indicarse que el consumo de sardina entera o de su
proteína, como fuente proteica y parcialmente grasa de la dieta, no cambia la
biodisponibilidad del magnesio ni prácticamente la del calcio respecto a la dieta
patrón con proteína láctica, considerada idónea para el aprovechamiento del calcio.
Mantiene o incide de forma favorable sobre la utilización del cobre; claramente
mejora la biodisponibilidad del hierro y> probablemente la sardina entera> también
la del zinc.
La fritura de la sardina no introduce modificaciones en el alimento q~me
alteren la relación que guarda con la utilización del calcio o del magnesio, no
obstante, deben producirse algunos cambios, qimizá no demasiado acusados y
referidos en especial a su proteína, que repercuten de forma negativa sobre el cobre,
y en mayor media sobre el zinc, aunque nunca con un efecto muy marcado. Por el
contrario, esos cambios, por vía directa o indirecta, mejoran la utilización del hierro
dietético.
Todo ello contribuye a afirmar una vez más el convencimiento de que la
fritura de la sardina, aunque introduzca cambios en su protefna o en su grasa que
conlleven repercusiones de signo positivo o negativo sobre los demás nutrientes,
concretamente sobre la biodisponibilidad de la mayor parte de los minerales
estudiados no incide desfavorablemente.
Quizá este hecho sorprenda al recordar los 1800-1400C del baño de aceite,
las posibilidades de peroxidaciones lipidicas y las interacciones proteínas lípidos
oxidados. A este respecto conviene recordar que durante la fritLmra la temperatura en
el interior del alimento no sobrepasa los 1000C mientras haya agua evaporándose
(FELLOWS, 1985) y, además, qime este proceso se realiza en sólo irnos minutos
(GUILLAUMIN, 1988), cuatro se emplearon con las sardinas.
Si a ello se une que en los ensayos con caseína el calentamiento a 1000C en
presencia de aceite no tuvo una influencia negativa adicional, será fácil entender que
tras la fritura de la sardina, se mantenga en gran medida la influencia positiva del
pescado sobre la utilización de los minerales.
6.- RESUMEN Y CONCLUSIONES
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Se ha estudiado la influencia que los procesos térmicos ejercen sobre la
interacción proteína-minerales de la dieta.
Inicialmente se analizaron los cambios que una proteína patrón, caseína,
introducía en la forma fisico-quimica del calcio y corno estos cambios variaban en
función de la cantidad de protefna y de su calentamiento a 200W durante una hora.
A continuación, la caseína no se procesé únicamente de forma aislada sino
también en presencia de otros nutrientes: azúcar y/o aceite de oliva y el conjunto se
calenté a 100W, 150W y 20000 duTante una hora.
Con las muestras de caseína y caseína con glucosa y frtmctosa sin tratar y
calentadas a 150W y 20000 se realizaTon ensayos de digestibilidad “in vitro” con
el objeto de conocer silos cambios producidos en la fornía del calcio se mantenían
a lo largo del proceso digestivo, si desaparecían o si se originaban nuevas
modificaciones.
Posteriormente, con las muestras calentadas a 15000 se prepararon dietas
semnisintéticas en las que se estudié no sólo la digestibilidad “in vitre” del calcio,
simio también la del magnesio, cobre, hierro y zinc contenidos en ellas.
Para conclimir el estudio, con las dietas se realizaron ensayos biológicos de
balance niineral (Ca, Mg, Fe, Cu y Zn) con ratas al destete.
Una vez conocidos los cambios que una proteína patrón, no tratada o
calentada, de forma aislada o en presencia de otros nutrientes, introducía en la
biodisponibilidad de los minerales citados, se amplié el estudio a un alimento real,
la sardina, para ver lo que sucedía cuando la proteína se calentaba formando parte
de un alimento en el que además existían otros nutrientes. Este alimento y su
proteína, crudos y fritos, se emplearon para la elaboración de dietas sernisintéticas
con las que también se realizaron ensayos de digestibilidad “in vitro” y de balance
mineral de los elementos antes sefialados.
Los resultados del estudio nos permiten concluir lo siguiente:
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CONCLUSION PRIMERA-RESPECTO AL CALCIO
ENSAYOS CON CASEíNA
- La presencia de caseína en tina solución de calcio iónico cambia la forma
fisico-qulmica del elemento y lo redistribuye en soluble, idoico o ligado, y
precipitado. Por efecto del calentamiento previo de la caseína disminuye la fracción
soluble, alterándose preferentemente la forma ligada. Su intensidad es dependiente
de la cantidad añadida y de la temperatura alcanzada; así, el calentamiento de la
proteína a 1000 no altera sustancialmuemite la distribución cálcica, pero a 1500C
tieneml lugar importantes modificaciones que a 2000C llegan a invertir las
proporciones de calcio soluble por precipitado.
El tratamiento térmico a 150W y en presencia de glucosa y fructosa agrava
la precipitación cálcica, lo cual podría relacionarse con los productos formados en
la reacción de MaiUard, Esta influencia negativa, en el caso de La sacarosa sólo se
manifiesta a 20&C amando el disacárido ya se ha desdoblado.
El aceite de oliva no ocasiona ningun efecto deletéreo adicional.
- El calcio precipitado por acción de la caseína calentada a 1500C, sola o en
presencia de aceite y/o glucosa-fructosa, no es estable al proceso digestivo y parte
se redisuelve, de forma que la porción dializada no varía por erecto del
calentamiento. No obstante, el tratamiento térmico a esta temperattmra favorece la
liberación de ligandos solubles del calcio durante el proceso digestivo.
Por el contrario, si la temperatura alcanza los 200W los efectos precipitantes
producidos no revierten por la digestión “in vitro’, Disminuye mucho la diálisis del
calcio, el cual se halla exclusivamente ionizado con la muestra dc caseína-glucosa-
fructosa.
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- El empleo en las dietas de caseína calentada a 1500C, sola o con aceite y/o
glucosa-fructosa, no modifica con nitidez la biodisponibilidad del calcio dietético
si bien, la presencia de los azúcares redimetores durante el tratamiento parece
ocasionar una influencia discretamente negativa que se ejerce de formna preferente
o exclusiva a nivel metabólico, lo cual se podría relacionar con las premuelanoidinas
que han debido formarse. En consecuencia se desplaza el equilibrio hacia la
eliminación, y por ello se produce un detrimento de la biodisponibil¡dad del calcio.
ENSAYOS CON SARDINA
- La presencia en la dieta de sardina o de su proteína, tanto crudas como
fritas, no modifica la cantidad de calcio dializado, frente a la dieta con caseína-DL
metionina, pero favorece la proporción del mismo en forma soluble mio lónica,
De manera global, parece que el consumo de sardinas medula la utilización
del calcio alimentario tan eFicazmente como la proteína láctica.
CONCLUSTON SEGUNDA. RESPECTO AL MAGNESIO
ENSAYOS CON CASEíNA
- El tratamiento térmico de la caseína a 150W cmi las condiciones seflaladas
no cambia la disponibilidad del magnesio, aunque si éste se practica en presencfa de
aceite los cambios introducidos parecen favorecer la solubilidad del clemnento, No
obstante, la biodisponibilidad del mismo no se modifica de ferina apreciable cmi
ningtmna de las dietas ensayadas,
ENSAYOS CON SARDINA
- La utilización nutritiva global del magnesio no varia en función del
consumno de sardinas o de su proteína respecto a la de la dieta patrón, mii tampoco
se altera por efecto del proceso de fritura realizado en ci pescado.
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CONCLUSION TERCERA. RESPECTO AL CORRE
ENSAYOS CON CASEINA
- La caseína no es una proteína favorecedora de la utilización digestiva del
cobre ya que algunos de sus productos de digestién~ presumiblemente de gran
tamaño, deben unirse al elemento manteniéndolo soluble pero impidiendo su diálisis.
Esta modulación no cambia por el calentamiento previo de la proteína, pero si éste
se realiza en presencia de aceite y/o glucosa y fructosa, se tiende a favorecer la
precipitación del elemento. No obstante, este efecto es de poca cuantía y puede ser
compensado “in vivo”. Así, la digestibilidad aparente del cobre no varía
significativamnente con ningumia de las dietas, ni se alteran sus concentraciones a nivel
tisular.
ENSAYOS CON SARDINA
- Aunque el coeficiente de digestibilidad aparente del cobre en las dietas de
sardinas es inferior al de la dieta con caseína-DL metionina, el consumo de pescado
permite a los animales mantener o reponer stms reservas corporales. El proceso de
fritura introduce cambios, en la sardina o en su prote<na, que repercuten cmi la
utilizaciómi digestiva del elemento.
CONCLUSION CUARTA. RESPECTO AL HIERRO
ENSAYOS CON CASEíNA
- La diálisis del hierro no se produce en las dietas que contienen las distintas
caseínas; en la fracción no dializada, dos terceras partes del elemento quedan en
forma soltmble y el resto precipitado, El calentamiento previo de la caseína a 150W,
sola o con aceite, hace disminuir esa porción soluble a medida que avanza la
digestión, pero eso no supone la inutilización del elemento “in vivo
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El tratamiento térmico ocasiona redtmcciones en la retención del hierro
mediante mecanismos, en principio, independientes de la reacción de Mail!ard. Pero
si éste se realiza en presencia de compimestos capaces de desarrollarla, la pérdida de
eficacia metabólica se agrava y se traduce en pérdidas globales de la
biodisponibilidad del elemento.
ENSAYOS CON SARDINA
La sardina favorece la digestibilidad del hierro propio y/o de la dieta en la
que se incluye, mediante un efecto individual o comnpartido de la formna del
elemento, la naturaleza de la proteína y el tipo de grasa. Este efecto se mernia por
la fritura.
Dicha influemícia beneficiosa se ejerce también a nivel metabólico
mejorándose la retención del hierro absorbido, efecto que, por el comitrario, no se
altera con el proceso de fritura.
CONCLUSION qUINTA. RESPECTO AL ZINC
ENSAYOS CON CASEINA
- En las dietas que tienen como proteína caseína sin tratar o calentada, la
difusión pasiva del zinc no se produce y en la fracción no dializada el elemento
aparece precipitado en una proporción similar a la del calcio y superior a la de los
otros trazas, cantidad que se incremnenta por efecto del calentamiento, Por este
tratamiento, fundamentalmente si se realiza en presencia de aceite, aún más de
glucosa-fructosa y sobre todo en unión de ambos, se producen una serie de cambios
que inciden negativamente en la utilización del zinc.
• Estos efectos lían de relacionarse, además de con modifmcacionescomisecuentes
a la desnaturalización proteica, con la posible presencia de nielanoidinas a nivel
digestivo que comprometen incluso la reabsorción del zinc endógeno, y de
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premelanoidinas absorbidas que favorecen su excreción renal. Ambos efectos
sumados hacen no biodisponible al zinc dietético.
ENSAYOS CON SARDINA
- La sardina entera, como fuente proteica y parcialmente grasa de la dieta,
tiende a mejorar levemente la utilización del zinc, Este efecto positivo, que se
deprimne por la fritura, se manifiesta a nivel tisular.
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